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В настоящем сборнике представлены оригинальные дан
ные о превращении внеклеточных природных пуриновнх и 
пиримидиновых соединений под влиянием развивающихся мик
роорганизмов . 

Работа предназначается для микробиологов, биохими
ков и студентов старших курсов факультетов биологическо
г о профиля. 



П Р Е Д И С Л О В И Е 

Проблема использования и микробиологической трансфор
мации пуриновых и пиримидиновых соединений микроорганизма
ми интересна не только с точки зрения круговорота углерода, 
азота и ф$@ф0.рв в природе, эти исследования открывают новые 
закономерности обмена пуриновых и пиримидиновых соединений 
в к л е т к е . В частности, изучение трансформации аналогов пу
рина и пиримидина, среди которых найдено большое число х и -
миотерапевтических средств (антибактериальные, антивирус
ные, канцеростатические , гербициды), дают представление о 
механизме воздействия и биохимических превращениях этих 
соединений в к л е т к е . Исследования в этом направлении в бу
дущем могут привести к новым промышленным методам получения 
дорогостоящих производных пурина и пиримидина. 

В настоящем сборнике отражена часть научных данных, 
полученных на кафедре Физиологии растений и микробиологии 
ЛГУ им.п.Стучки в течение последних двух л е т . 

Свои отзывы, замечания, пожелания, возникшие при о з н а 
комлении с нашими работами, просим адресовать кафедре 
Физиологии растений и микробиологии латвийского ордена Тру
дового красного Знамени государственного университета 
им.п.Стучки. 

редколлегия 



М.Я. 8итол, О.А.Офкант 

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА МИКОБАКТЕРИИ, 
ИСПОЛЬЗУЮЩИХ ПРИРОДНЫЕ ПИРИМИДИНОВЫЕ- ОСНОВАНИЯ В КАЧЕСТВЕ 

ЕДИНСТВЕННОГО ИСТОЧНИКА ОРГАНИЧЕСКОГО ПИТАНИЯ 

Микроорганизмы, использующие природные пиримидино.вые 
основания (НПО) в качестве единственного источника у г л е 
родного и азотного питания, сыграли ведующую роль при и з у 
чении окислительного катоболизма пиримидиновых оснований 
в б а к т е р и я х / I , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 / . Из почвы и водоемов н а м выде
лено более 150 штаммов бактерий, способных использовать 
урацил, тимин либо цитозин в качестве единственного источ
ника углеродного и азотного питания. Все они принадлешт 
к одному виду* По определителю Красильникова / 8 / эти б а к т е 
рии нами отнесены к ыикобактериям, свойства которых описаны 
ранее / 9 / . 

Некоторыми исследователями в аналогических условиях 
выделенные бактерии отнесены по определителю Берджи / 1 0 / к 

н о с а т е е с о г а Ш п а / 4 , 1 1 / . Однако; насколько удается с у 
дить по весьма краткому описанию выделенных в различных л а 
бораториях активных культур , они весьма сходны по своим мор
фологическим и физиологическим свойствам, и не исключено, 
что оНи принадлежат к одному виду. 

Хотя с бактериями, использующими НПО В качестве единст
венного источника органического питания, проведено много 
исследований по изучению катаболизма пиримидиновых струк
тур, их физиологические свойства исследованы недостаточно. 

М е т о д и к а 

Микобактерии выращивались на основе синтетической с р е 
ды следующего с о с т а в а : 

Основа среды А-

К 2 НР0 4 - 0 , 2 7 $ 

КЙ2Р0 4 0 , 1 2 # 

КвС1 - 0,01% 



КеС1 а .7Н 2 0 - 0,003% 

ГеС1 3 - 0,001;» 

^месь микроэлементов * 
К основе среды добавлялись источники углеродного и 

азотного питания в концентрациях, .указанных нияе . В случае 
проверки возможности использования различных аминокислот в 
качестве единственных источников углеродного и азотного •• 
питания к основе синтетической среды А добавлялись амино
кислоты в концентрации 0,356. В средах устанавливалось рн 
7,2 при помощи разведенных растворов Маон и НС1 и р а з 
ливались в колбах эрленмейера объемом 250 ил по 30 мл. 
Стерилизация проводилась при 0 , 5 атм 30 мин. Среды, содер-
жещие углеводы, нуклеозиды, нуклеотиды, дигидропиримидины, 
мочевину, барбитуровую и 5-метилбарбитуровую кислоты с т е 
рилизовали фильтрацией через бактериологические фильтры. 
В качестве посевного материала использовали 24 часовую 
культуру бактерий, выращенную на щ д . Культура добавлялась 
к питательный! средам в виде водной суспензии из расчета 

5 мг клеток пс сухому весу на литр среды, инкубацию прово
дили при 28° в условиях принудительной аэрации на качалках, 
работающих в режиме 150 об/мин. Во время развития бактерий 
периодически отбирались пробы для анализа . Прирост биомассы 
определялся нефелометрически.Пересчет на сухой вес биомассы 
осуществлялся при помощи стандартной кривой, рН определялось 
погенциомегрически. В опытах использовались тщательно про
веренные очищенные соединения. 

Все опыты проводились с гремя штаммами микробактерий -
МусоЪао1;ег1ит э р . 47 (выделенным из почвы на среде о 

урацилоы), МуооЪесЬег1ит 5 р . ц ( выделенным из речной во
ды на среде с тимином) и мусоЪасЬеПит е р . 12 (выделен
ным из поч.чы га среде с ЦИТОЗИНОМ) . В связи с тем, что штам
мы по своим физиологическим свойствам принципиального разли
чия не имели, приводим только экспериментальные данные, по
лученные со штаммом МуОоЪаогеПит а р . 4 7 . 4. 
* Смесь микроэлементов содержала следующие ионы: Мп , 

2 п 2 + , с и 2 + , М о 0 4

2 7 В 0 3
3 ~ . 



Р е з у л ь т а т ы и и х 
о б с у ж д е н и е 

В ранних исследованиях выяснена роль витаминов на р а з 
витие культуры, использующей урацил в качестве основного 
источника питания ( I I ) . МусоЪасгеПгиа эр. 47 развивается 
на средах без введения витаминов, она хорошо использует мно
гие углеводы, органические кислоты, а также глицерин. Р а з 
витие бактерий на средах, содержащих некоторые из указанных 
соединения,показано на рис. I . 

Рис. I . 
развитие МуеоЪас1;ег1ит ар . 47 на средах 

с различными источниками углерода. 

• • > » I • . г . I 

I а. 5 А- *г е 
время в сутках 

Основа среды А + О, Г# ( к н 4 ) 2

5 0 

I сукцинат х I I сукцинат 1 ,5$ 
2 фурыат 
3 лактат 
4 цитрат 
5 пируват > 
6 глюкоза 
7 глицерин 
9 ыалонат 

Ю формиат , 



1 г 3 * 5 
время в сутках 

Основа среды А + 0 , 1 # ( нн^ 2 з о 4 + 

1 сукцинат о , 4 # 
2 глицерин 0*456 
3 глюкоза 0,456 
4 сукцинат 0,156 + глицерин 0 , 4 $ . 

Они лучше переносят сдвиги реакция в щелочную сторону 
^развития еще возможно при рН 9 - 9 , 5 ) , чем в кислую сторону 

Быстро употребляются, обеспечивая хороший рост, глюкоза, 
галактоза, сахароза, мальтоза, лактоза, маннит. такой же 
хороший рост обеспечивают среда, содержащие соли органичес
ких кислот. Быстрый рост проявляется на средах с сукцина-
том, малатом, фумаратом, лактатом. Незначительно хуже испояь 
эуются цитрат и пируват, слабо используется ацетат, не и с 
пользуются формиат, оксалат, тарграт, ыалонат. Не использу
ются метиловый, этиловый и бутиловый спирты.Глицерин упо
требляется хорошо, однако на средах, содержащих глицерин 
в качестве единственного источника углеродного питания на
блюдается значительная задержка развития микроогранизмов в 
начальной фазе, а т а к же сильное неблагоприятное подкисле-
нйе среды, что позже в свою очередь отрицательно отражает
ся на жизнедеятельности бактерий. 

Рис. 2 
Развитие МусоЪас1;ег1ит ар, 47 На различных 

средах и изменение рН среды 



(развитие приостанавливав .ся при рн 5 , 8 - 6 , 0 ) . П р и росте яа 
средах, содержащих соли органических кислот, бактерии силь
но подщелачивают их, при развитии на средах с глюкозой или 
глицерином - сильно подкисляют среду ( р и с . 2 ) . В связи с 
этим, одновременно с добавлением в среду глицерина и сукци-
ната в различных сорт-ношениях можно управлять сдвигами рН 
среда во время культивирования микроорганизмов, при концен
трациях вышз 1$ многие сопи органических кислот больше не 
обеспечивают развития микроорганизмов. Так сукцинат в к о н 
центрации 1 ,5$ не используется в качестве единственного и с 
точника углеродного питания ( р и с . 1 ) . Максимальная концен
трация сукцпната, обеспечивающая развитие микобактерий, з а 
висит от источника а з о т н о г о питания. При комбинации с неко
торыми источниками азотного питания, например, при замене 
(ин ) 2 5 0 ^ н а 5-бромурацид (в концентрации - о , 1 $ ) , сукци
нат в качестве единственного иаточника углеродного питания 
в концентрациях выше 0 , 6 5 6 не поддерживает рост бактерий. 

развитие мусоЪао^егАит ер . 47 на средах 
с различными источниками а з о т а (в концентрации 0*1$) 

Основа сроды А + 0,156 сукцинат + 0 , 4 $ глицерин + 

Р и с 3 

3 4 5 в 
время в сутках 

I 
2 
3 

№ 4 ) г 3 0 4 6 
7 
8 
9 

аспарагин 
оротовая кислота 
5-хлорурация 
уридин урацил 

мочевина 



Соединение Развитие 
бактерий Соединение Развитие 

бактерий 

I -аргинин хорошее ЕЬ - аспарагино-
вая кислота 

среднее 

ь -аспарагин хорошее Глицин 
т , - валив хорошее № -метионин 
т -лейцин хорошее ш. -пролин 
т -изолейцин хорошее пь -Серии 

нет 
развития -фенилаланин хорошее кь -треонин нет 
развития 

ь -гистидин хорошее вь .-триптофан 

нет 
развития 

-аланин среднее ь -цистин 
ш. -тирозин среднее 

Развитие проверялось на основе синтетической 
среды А + 0 , 3 $ аминокислоты. 

данные о развитии МусоЪас-ьеПлип ер .47 , обследованных 
на синтетических средах , указывают на широкую возможность 
использовании различных простых и сложных источников как 
углеродного, так и азотного питания, для создания более 
благоприятного рН среды во время развития бактерий нами 
была использована в качестве углеродного источника пита
ния комбинация сукцината с глицерином, выявлена обширная 

При изучении возможности использования различных и с 
точников азотного питания в качестве источников углерода, 
использовалась комбинация сукцината с глицерином. Результа 
ты опытов представлены на рис . 3 . Культура Хорошо использу
ет в качестве источника а з о т а нитраты, аммонийные соли, а 
также различные органические источники а з о т а как аминокис
лоты, так и пуриновые и пиримидиновЫе соединения. Многие 
аминокислоты могут использоваться культурой даже в ?:ачест-
ве единственного источника как углеродного, так и а зотного 
питания (см< табл . I ) . Возможность использсвания различных 
производных пурина и пиримидина предстаЁлена в таблице 2 . 

Таблица I 
Развитие бактерий на средах с различными ос - аминокислотами 

в качестве источниками С и ^ 



Соединения 

Б и о м а с с а ( м г / л ) 
Соединения как 
источники С и 

Соединения как 
источники 

Через 
24 часа 
инкуба- Инкуба
ции ции 

Через 
72 часа 

Через Через 
24 часа 72 часа 
инкуба- инкуба
ции ции 

Пуриовые и пиримиди-

новые основания 
урацид 40 
Тиыин 85 
цитозин 24 
Адекин 
Гуанин 

Дигидропиркмкдины 
5 ) 6 - д и г и д ? 0 у р а ц и л О 
5, б -дигкдроорбювая 

кислота О 
5,6-дигидротймин О 
5-галогенурацилы 
5-Вг -урацил О 
5-С1 -урацил О 

-урацил О 
5-5" -урацил О 

Н.уклеознды и д е з о к с и -
рибонуклеозиды 

Уридин О 
Цитидин О 
Аденозии О 
руанбана О 

230 430 1430 
280 500 1500 

85 810 1520 
456 1213 

- 358 1283 

0 0 0 

0 0 0 
0 0 0 

0 10 14 
0 43 621 
0 30 83 
0 62 583 

0 0 0 
0 56 912 
0 81 712 
0 32 156 

данные корегированы по отношению вносимого 
посевного материала 

Таблица 2 

Использование пуриновых И пиримидиновых производных 
в качестве источников питание 



1 2 _а 4 6. 
Инозин * 0 • 0 а а 
Дезокситиыин 0 0 о 0 
( '."ИАШДИН) 

Н^клеотиды 
Уридин-5*-монофос<ря 0 0 0 0 
Цитидин-5*-монофосс!ат 0 0 0 0 
Аденозин-5'-М)НОфосфа1 0 0 0 0 
Гуаиозин-ь'-монофооцв! 0 0 0 0 
Инозин-5'-монофосфаг 0 0 0 О 
Нуркнил и пиримидил-
аминокислоты 
,3 -
алан;ш(зиляардшО 0 0 53 1332 
•3-(2-амино-пириыИдил-С.) 

аланин (.латирин) 4 0 0 69 1116 
/Э - ( у р а ц и я - п . ) 

921 аланин 4 0 0 51 921 
^ - ( у р а ц я л - С , - ) - ^ -
аланка 0 0 83 1213 
/3 - С а д е н и а - С п ) - 0 ^ -
аланин у 0 0 56 1063 
/ ^ - ( г и п о к с а н т и л - С п ) - с ^ -

аланин у 0 0 91 1312 
Высокомолекулярные 
соединения 

' РНК 0 0 0 0 

АЖ 0 0 0 0 
Другие пуриновые и пи-
ришдиновые соединения 
Оротовая кислота 0 0 41 312 
Барбитуровая к -та 3? 135 81 1315 

5-ыетилбарСитуроъая 
к - т а 26 181 56 1212 

Ксантин 0 0 26^ 135 
Гиноксантин О, 0 1Э 106 

Состав_с^ед. а* с р е д ы А 

+ пуриновое или пириыидиновое производное 
в концентрации 0,356. 



' якк основа среды А + 

О, 1 # 

О, 5% 
0 , 1 * 

янтарная кислота 
глицерин 
пуриновое или пирими-
диновое производное. 

возможность использования пуриновых и пиримидиновых соеди
нении в качестве источников а зотного питания, интересно, 
что проверенные культуры микобактерий не способны исполь
зовать в качестве источника питания малонувую кислоту /4/1 

Хотя доказано , что в результате катаболизма 5-метилурацила 
образуется метилмалоновая кислота / 5 / , катаболизм урацила 
через стадию свободной малоновой кислоты ксе еще вызывает 
сомнения / 4 / . Интерес представляет также тот факт, что 
культура не способна использовать пуриновые и пиримидино-
вые нуклеотиды* э т о , вероятно, связано с неспособностью 
отщеплять от нуклеотидов остаток фосфорной кислоты, так как 
некоторые аналогичные соединения на уровне нуклеозидов д о 
ступны культурам в качестве источников азотного питания. 
Однако пуриновые или пиримидиновые нуклеозиды, не содержа
щие в гетероцикле свободных аминогрупп, также недоступны для 
микобактерий в качестве источников азотного питания, хотя 
соответствующие свободные основания используются сравни
тельно легко* все указанные физиологические особенности 
исгут быть объяснены отсутствием у выделенных бактерий 
фосфаатазноЙ и нуклеоэидной активности по отношению э к з о 
генных пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов и нуклеотидов. 
Не исключено, что определенную роль в отсутствии способнос
ти использования нуклеотидов и нуклеозидов играет также 
процесс проникновения этих соединении внутри бактерии. 
Выяснение этих вопросов требует еще дополнительных физиоло
гических и биохимических исследований. 



В н в о д У 

1. муооЬаегег1иш ер,4?в качестве источников углеродного 
витания эффективно используют сблй органических кислот, 
различные углеводы, глицерин. 

2. В качестве источника азотного питания испольауютей ам
монийные соли, нитраты, различные аминокислоты и природ
ные и синтетические производные пурина и пиримидина. 

Л и т е р а т у р а 
1. Нвуа1вЫ О., КогЬЬеге А. Епв1ааНб ГогааНой Ы ЪагЫ* 

•киг1о ао1й Ггош 1дгао11 аий ^ае*у1ЬагЪ11;и1 ,1б 
аб1а Нот гЪушШе» ^.Аа.СЬеш.Босз» 1951» Ц » 2973* 

2 . ьага Р. 1 . 3 . Оп *Ье йеоотрваШоп в! руг1т1<Ипев Ъу й а с ^ 
Ъег1а 1 8Ш11ев Ьу йеапв о? ЪЬе *ееЬп1чив о* в4* 
тиНапеоив а(^ар^а^:^оп^ •З.ЪаоЬь 1952» б_4_} 271* 

3. Ьага К. 1 . 5 , Оп *Ые йееотров1Ноп а? руг1и!<1±йев Ъу Ъао-" 
*ег1а. I I В-ыиИев «П-ЬЬ с е П - Я г ё е ёййуйё р1*ера*в-
и о п в * ,7. Вас*. 1952» 64 , 279» 

4. Ваа* Н.П*, ГСоосЫ О. С. Ье чотрОвИ;1оп о* ру*1ш±а1пев Ьу 
Носагй1а сога111па. .ЬСея.М1с* ,оЪ1о1* 1961 > 244 

207. 

5. В1еез Н.О., Боишаз В» Ох1ааЦъд оа^аЪо1^8IЙ Ы *Ьуш1аё. 
<Г.В1о1.СЬеш.< 1963» « Щ » 2470. 

6. М.Я^ВИтол, в.Н.ШапошаикоЁ, М-Э.Дунце^ в.П.Швачкйн. О хи
мической структуре продуктов трансформации природл 
ных пиримидиновых оснований и ь-г-алогеноурацилов 
микобактериямй. >.ГС, 1968, * 2) 348 . 

7. М.Я.Вйтол, В..Н.Шапошников, 1р.п.1вачкйй. Новый путь ката
болизма оротовои кислоты у микроорганизмов* ДАЙ 
СССР 1967, Ш, 1202. 

8. Н.А.Красйлььйков. Определитель бактерий и актинбмицетов. 
Н.-Л.> 1949-



9- М.Я.Витол, Б'О'ЯноЕская. Выделение и характеристика 
аэробных почвенных микроорганизмов, использующих 
природные гп.рииидиновые основания в качестве един
ственного источника углеродного и азотного пита
ния. Вопросы биологии, изд . "зинатне", Рига, 1969, 
131 . 

10. Вегве/Ъ Мапие1 Ве*егт1паЫуе Вас1ег1о1овУ. 1957. 

1 1 . МагЫп 1 .К . , Ва** К.И. 5(ис11еа оп 1Ье пи*г1*1оп о{ 
с а г о Ш п а . .Г.ВасЪ. 1957 , 2 1 , 225. 



М.Я.Витол 

ПАРАЛЛЕЛЬНЫЕ ПУТИ КАТАБОЛИЗМА УРАЦИЛА МИКОБАКТЕРИЯМИ 

Известно, что урацил в клетках животных, растений" и 
некоторых бактерий разрушается восстановительным путем ч е 
рез стадию дигидроурацила и /3 -уреидопроПионоврй кислоты 
/ I / . однако у некоторых штаммов Микроорганизма из родов 
МусоЪао*ег1.иш, СогупеЪасЬег1иш И й о с а п И а До СИХ 
пор известен только оксйлительный путь катаболизма урацила, 
осуществляющийся через стадию барбитуровой кислоты И моче
вину / I , 2 / - В этой работе приведены даннные о Превращении 
урацила в микобактериях параллельными путями ^ как через 
стадию барбитуровой кислоты й мочевину, так й через стадию 
дигидроурацила и ^ -уреидопропионовую кислоту. 

В.экспериментах использовался ранее выделенный и и з у 
ченный штамм микроорганизма МуооЪасЪегЗлш з р . ^ способ
ный использовать природные ш'римидиновые основания в качест
ве единственного источника. углероэногО и азотного питания 
/ 3 / . 

М е т о д и к а 

для выращивания микроорганизмов применяли основу синте
тической среды Б, содержащую низкий минеральный фон: 

К Н 2 Р О 4 ~ °»У> 
М&30.7В,0 - 0,00356 
КеС1, " О, О01̂ > 
Смесь микроэлементов 
(или дрожжевой автолизат 0,0156) 

К основе среды Б добавлялось пиримидйновое соединение -
в количестве 0 , 1 - 0 , 5 # . Исходное рн среды при 

помощи ыаон или НС1 устанавливали в пределах 
7 -7 , 2 . 

Среду стериэизировали в течение 30 ыин. при 0 , 5 ати 

* Смесь микроэлементов содержит следующие ионй* 
М п 2 + , 2 п 2 + , Си 2"' , МоО 2 - , ВО^3-



В качестве посевного матер .лла использовали суточную к у л ь 
туру микобактерий, выращенную на ША, добавляемого из р а с ч е 
та ; -,' на I литр среды (по сухому весу бактерий) . Среды на 
ливались в колбы Эрлеымейера емкостью 250 мл по 50 мл, к о 
торые помещались на качалках , работающих в режиме 150 об/мин. 
Во время ферментации Щ колб периодически отбирались пробы 
для анализа . Прирост биомассы контролировали нефеломегричес-
ки и по стандартной кривой полученные данные помутения среды 
пересчитывали на сухой вес клеток , ри определяли потенциомёт-
р м е с к и . изменения в химическом составе культуральной жидкос
ти определяли при помощи количественной и качественной бу 
мажной хроматографии следующим образом, в каждой пробе б а к 
терии отделяли центрифугированием, а надосадочнуго чидкость 
исследовали при помощи восходящей бумажной хроматографии. 
Ь случае препаративного выделения трансформированных соеди
нений, культуральную жидкость (обычно 1000 мл) , осторожно 
нейтрализовали при помощи Иаон или НС1 , и концентриро
вали до объема 5-6 мл в вакуумном испарителе при температуре 
40°» при этом поддерживая нейтральную реакцию среды осторож
ным добавлением Иаон 9,Ш нс1 • Жидкую фракцию декантирова

ли и подвергали препаративному бумажно-хроматографическоцу 
разделению в системе изопропанол-вода в соотношении 7:3-
для более четкого разделения соединений хроматографировали 
трижды. Выявив полосы распределения соединений, вырезали их 
и соединения элюировали водой, элюат концентрировали в вакууме 
и соединения очищались перехроматографированием в системе 
этилацетат : Ледяная уксусная кислота : вода в соотношении 
3 : 1 : 1 . После повторной очистки соединения снова элюировались, 
злюат концентрировали и использовали для дальнейших анализов . 

Пиримидиновые соединения, обладающие интенсивным погло
щением в ультрафиолетовой области спектра,выявлялись на хро -
матограммах и злектрофореограммах при помощи ультрахемиско-
па / 6 / . Соединения, содержащие свободную уреидную группиров
ку, и дигЕДропириаидины (предварительно подвергая расщепле
ние щелочным раствором) проявляли подкисленным раствором 
парадимзтилашнобенэальдегидй /Ь/• 



Химическая структура выделенных соединений устаналива-
лась путем прямого сравнения с образцами свидетелей заведомо 
известно!! структуры. 

Количественное определение пиримидиновых соединений, 
после предварительного Хроматографического разделения , про-* 
водили на спектрофотометре СФ-4А при рН I I в области спек
тра характерг.суэдимся у данного соединения максимальным, 
поглощением. Пиривдиновне соединения предварительно элюиро-
вались с хроыатограмм водой в течение 24 чаоов. Пересчет 
на весовые количества осуществляйся по стандартной кривой, 
построенный при помощи химически чистых пиримидиновых с о е 
динений. 

Электрофоретические подвижности определяли при напря
жений 400 в , продолжительность электрофореза варьировали в 
зависимости от подвижности разделяемых соединений в Преде
лах от 1 ,5 .*•) 5 часов . 

Для получения бесклеточных экстрактов микобактерий, 
развитие микроорганизмов прекращали во второй половине лога 
рифмической фазы роста* Клетки есыадали центрифугированием 
и дважды промывали 0 , 1 м фосфатным буфером рн 7 ,2 й расти 
рали 30 мин. с порошком А1^о^ * Ферменты экстрагировали 
фосфатным буфером этого же состава и освобождали от н е р а з 
рушенных клеток и окиси аЩШЙЙЙ центрифугированием 30 ыин 
при 3000 об/мин. полученный ферментный экстракт разводили 
буфером из расчета 4 «г бе;4ва на I мл раствора (по Лоури), 
который использовали для инкубации с субстратом, все опера
ции по получению ферментного раствора проводили при т +4°С. 

Инкубацию ферментного экстракта с субстратом проводи
ли зо мин в аэробных условиях при т .-30° по С* Для этого к 
2 мл ферментного раствора д о б а в л я л и : ; мл О, I м фосфатного 
буфера, содержащего о,2$ концентрации субстрата* 

р е з у л ь т а т ы И И х <? 
о б с у ж д е н и я 

/ ^ - " * ^ \ 
мусоЪасъеПшп з р . 47 хорошо развивается ш средам" X 

с умеренными концентрациями урацила, используя п о ю л е Ц и й ^ ^ 
ь качестве основного источника как углеродного, т 



Рис. I 
развитие МуооЪасгеПшп з р . 4 7 н а средах с урацилом 

и барбит5ровой кислотой 

' 2 3 4- 5 
время в сутках 

Основа синтетической среда Б + 
1 урацил о,15б 
2 " 0,2?* 
3 " 0,3$ 
4 " 0 , 5 # 

барбитуровая 
5 кислота о ,1# 
6 " 0,256 
7 н 0,356 

азотного питания ( р и с . I ) . При концентрации урацила 0 ,3$ 
появляется временная задержка развития бактерий, а при кон

центрации выше 0 , 4 $ урацил уже не обеспечивает рост культу
ры. 

МусоЪао*ег1ш1 е р . 47 хорошо развивается при замене в 
среде урацила на барбитуровую кислоту в концентрациях О , I -
0,256. во время использования урацила в культуральной жидкос
ти обнаружено накопление четырех новых соединений обозначен
ных как А р к^, А^ и д ^ . Во время развития микобактерий на 
среде с барбитуровой кислотой в среде накапливается только 
соединение А 2« 

При инкубации урацила с ферментным экстрактом бактерий 
в небольших количествах обнаружено накопление соединений Ад 
и А. , а при инкубации в аналогичных условиях дигидроурацила, 



дигидроурацил почти полностью исчезает / накапливается 
соединение А 4 ( см . табл , I ) . 

Таблица I 
Продукты, накапливающиеся при инкубации субстрата с 

экстрактом микобактерий 

Субстрат Обнаруживаемые 
новые соедине
ния 

Примечания 

урацил 

дигидроурацил 

Ад И А4 

"4 

Ап И А, обнаруживают
ся в следовых коли
чествах 
Полное исчеэь^вание 
дигидроурацила, н а 
копление соединения 
А. в больших количест
вах . . 

Ферментный экстракт А 3 и А 4 

без субстрата и е о й н а р у ! 1 е н ы 

Субстрат без добав- Ад и,А; 
ленил фермента нр_ о Г , н п т , , ! е н Ь 1 

Соединение &1 обладает поглощением в ближних у$ лучах. 
Соединения А2' ^ 3 и А 4 обнаружена по положительной желтой 
реакции, возникающей после опрыскивания хроматограмм и 
электрофореограмм подкисленным раствором п-диметиламинобенз-
альдегидом, причем соединение Ад дает оту раекцию только 
после предварительной обработки хроматограцмы 0 , 5 и р а с т 
вором .чаон , 

Соединения к А 2 обнаруживайте! в кулмуральной жид
кости сравнительно легко , они появляются сразу же после 
начала развития бактери.-.. В логарифмической ; а з е развития 
культуры концентрации соединений А^ и &г, достигают значи
тельных величин, о д ^ к о после использования урацила, с в я 
занного с наступлением стационарное, фазы развития бактерий, 
соединения Д т и А„ практически из среды иэчезают. Концен-



трации соединений Д 3 и А^ незначительны и их трудно рбнару-
хить путем прямого хроматографического разделения концентри
рованной но нефракцйонировс: иной кулыуральной жидкости. 

Легче всего соединения А 3 и А 4 обнаруживаются в конце 
логарифмической фазы развития микобактерий или даже в начале 
наступления стационарной фазы. Препаративное выделение в к о 
личествах , необходимых для определения Их некоторых физико-
химических величин, осуществлялось из 1000 мл культуральной 
жидкости, взятой в начале наступления стационарной фазы. 
При этом МасоЪас-ьеПиш ар.. 47 выращивалась на синтети
ческой среде , содержащей 0,2$ урацила. 

Изучение некоторых физико-химических констант выделен
ных соединений ( т а б л . 2 ) позволило идентифицировать соедине
ние А^ как барбитуровую кислоту, соединение к а к мочевину, 
соединение Ад-как дигидроурацил и соединение А^ как д - у р е и -

допропйойовую кислоту. 
Барбитуровая кислота и мочевина как промежуточные про

дукты распада урацила в микроорганизмах, использующих у р а 
цил в качестве единственных источников углеродного и а з о т н о 
го питания, уже хорошо известны /2> 4 Л Американские ученые 
Бат И ВУУДф на основе Точных количественных исследований про
цесса распада урацила под влиянием гтооагсиа с а г о Ш п а , 
высказали предположение, что у этих бактерий кроме окисли
тельного пути возможен еще другой путь катаболизма урацила. 
Однако параллельный распад, осуществляющийся через стадию 
дигидроурацила, был отклонен на той основе , что ни дигидро
урацил, ни ^ р е и д о п р о п и о н о в а я кислота не могут служить у изу -
ченых бактерий даже источником азотного питания. Вопрос с 
точки зрения проницаемости этих соединения в бактерий 
не рассматривался . Установленные й выделенные в наших 
экспериментах соединения дигидроурацил и ,#-уреидопропйоно-
вая кислота являются продуктами распада урацила. На это ука 
зывают не только данные, полученные в экспериментах о р а з в и 
вающимися клетками, но также опыты с ферментами микобактерий, 
Таким образом, катаболизм урацила под влиянием МусоЪас-
г е п - и т ер . 47 осуществляется по следующей схеме: 



Таблица 2 

Некоторые константы урацила и продуктов его трансформации 

С о е д и н е н и е 
в системе 

гм^в^сек" 

УФ поглощение 
(ни) 

1 2 3 4 5. РН 1 , 4 * РН9.2 
РН I РН I I 

мах мин мах мин 

урацил 0 ,57 - 0 , 6 Г 0 ,60 0,35 - +4 ,1 259 227 234 241 
Барбитуровая к-та + А- [ 0 , 50 0,42 0 , 2 8 0 , 5 1 0,38 *2,94 +4 ,1 . 256 236 259 240 
Мочевина + А 2 0 , 8 2 0 ,66 0 ,67 0 ,66 0,30 0 - 0 , 9 1 - - - -
Дигидроурацил + Ад 0 , 7 3 0 , 6 7 0 , 6 7 0 ,70 0,32 - 1 , 1 2 - 0 , 4 5 - - 230 -

(Ъ -уреадопропионовая 0 , 5 3 0 , 6 0 0,70 0 , 8 0 0 - 0 , 8 6 +6,80 - - - • ~ 
кислота + А* 1 

Системы: 
1 . Изопропанол - нн^он (насыщенный Е-̂ О раствор) - вода 14:1.15 I 

2. Изопропаноп - вода 7 :3 
3- этилацетат - ледяная уксусная кислота - вода 2 : 1 : 1 
4 . Н-бутанод - ледяная уксусная кислота - вода 2 :1 :1 
5» Н.бутаяол насыщенный водой 

& 30 /8С уксусная кислота 

^ 0 , 0 5 М боратннй буфер 



Урацил 

— > с - о 

соон 

С С О Н 

ОН 
барбитуровая к - т а мочевина малоновая к -та 

О. У 
Из, ^ - уреидопропионовая к - т а 

дигидроурацил 

В ы в о д ы 

1. МуооЬас-ьепгип з р . 4? может, использовать урацил и бар 
битуровую кислоту в к а ч е с т в е единственного источника 
углерода и а з о т а . 

2. микобактерий осуществляют катаболизм урацила по окисли
тельному и восстановительному пути. 
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лиза в ультрафиолетовых лучах (ультрахвмиокоп). 
ДАН СССР, 1950, 22, 885-



ЛЫЬДвачкин, м . я ^Витол , И.К.Щпрунка, 
Л.А.лрма::ис, А*Я.ШШШ 

ОБРАЗОВАНИЕ 5-0КСШ11ЕТЕ1ШФИГ1!НЛШ0В ПРИ 
ТРАНСФОРМАЦИИ / $ -/ПШ1ШИЛ-5/АЛАНШ0Б .МИКРООРГАНИЗМАМИ 

РОДА МуСсЬссс гепит. 

В ходе изыскания новых биологически активных веществ 
нами получен р-.д 01.-/$ - /ш1рш.шдил-5/ -=-6 -аланинов /1-2/, 
сочетающих в одной молекуле характерные черты пиримидино
вых оснований и замещенных аланинов как в структурном 
аспекте так и по реакционной способности. Таким образом, 
само химическое строение названных соединение ставит воп
рос, будут ли ферментные системы живых клеток , е с т е с т в е н 
ными субстратами которых являются природные пиримидиновые 
основания или«гО-аминокислоты, воздействовать на эти синте 
тические пиримидиламинокислоты.Особый интерес представляет 
изучение биохимических превращений РА-/6-/;?-метид-4-аминопи-
римидил-5/-апанина и И . - / # - / 2 - м е т и л - 4 - о к с и п и р й м и д и л - 5 / -
аланина, содержащих пиримидиновые части молекулы, соответ
ственно идентичные пмримидиновой части молекулы тиамина и 
ее антагониста - окситиаыина. Одним из способов изучения 
процессов биохимических превращений является исследование 
"микробиологической'' трансформации пиримидиламинокислот. На -
стоящая работа посвящена исследованию влияния /3 -/пиримидил-5, 
аланинов на рост и развитие некоторых почвенных микобакте
рий изолированных на урацилсодержащих средах и обладающих 
способностью использовать природные пиримидиновые основания 
в качестве основных источников питания / 3 / . Бактерии выра
щивались на ср-^де Д следующего состава: 

ЩР#4 - 0 , 1 $ 
М$804-7Н20- 0 ,003$ 
Л О , - 0,001$ 

дрожжевой 
автолиэат - 0,01? 
Глицерин - 0,4% 
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Янтарная кислота - о , т # 
К о с н о в е среды д в качестве источника азотного питания 

лоо'анлялась пиримндиламинокислота в концентрации 0, 
Исходное рн среды 7 , 2 . 
Выращивание бактерии, определение р[1, биомассы, кон

троль за изменением химического состава среды, в«деление 
и установление химического состава продуктов трансформации 
осуществлялось по Вписанной методике / 4 / « 

3 опытах исполЬЙЬваны следующие рацемические пиримидил-
аминокислош! 

I Й ^ 3 ^ * ОН} 01 -уЗ- /урлщ' .лил-5 / -е>6-аланин; 
П ^<'СМ3}б2=0Н 01 ~г> - / 2 - ы е т и . ч - 4 - 0 к С и п и р и ы и д и л - 5 / -

- аланин; 
I %^СН3)82 = ЫНЛ', 01 - - ^ - / ^ - м е т й л - 4 - а м и Н О п и р н м к -

д и д - 5 / - « < -аланин; 
^ $1 ~СИ3 ~ /?~/2-метил-4-меркаптопирйми-

д и л - 5 / - ^ -аланин. 

р е з у л ь т а т ы и и х 
о б с у ж д е н и е 

Опыты по трансформации « З Д - у # - / п и р 1 Ш и д и л - 5 / - о С - а л а п и -
т в культурой МусоЬас^еп'ит с^ДООпроводились в условиях 
а {алогичных ранее описанным п о трансформации / ) / . - / ? - / п и р и -
•идил-Л^ / аланинов /Ъ,ь/ и 0Л-/^/11Кркмидил -4 /аЛацинов 
/ У . 

Му&Ьа^епит $р ЮО хорошо использует 01 - ^ - / п и р и м и -
Д 1 Л - 5 / - о С -аланинов в качестве единственных источников а з о т -
н)го "питания при наличии в среде дополнительнкх источников 
углеродного питания / р и с . I / . 

В результате проведенных опытов было установлено, что 
01-/$ - / у р а ц и л - г , / - Х -аланин при инкубации с развиваодейся 

культурой Ы\1^оЬ<хНегСыт культура ль НОЙ ж и д к о с т и 



Рис. 
изменения концентрацией /5 - /пиримидил -5 / -*6 -аланинов 

и б-оксимегилпирикидинов г ходе развития М'у&Ьасёе -

*. * ъ & 40 
время в сугках 

развитие бактерий й а Основе средь! О + 
I. -ув - / 4 -оксипиримйдиа-5 / - ос -аланин; 
2*Ои~ /$ - / 2 - м е т и л - 4 - о к с и п и р и 1 ш д и л - 5 / - * 6 -аланин, ; 
3« 01.- /Ъ- /2 -Метил -4 -аминопириыидил -5 / -в^ -аланин ; 
4- 01 - / 3 - /2-*1етил-4-меркаптопиримидил-5/-оС аланин 
5- Контроль ( б е з источника а з о т а ) . 

Изменения концентрации 
1&. 01.-/3- / 4 - о к с и п и р и м и д и л - 5 / - о С - а л а н и н ; 
2а. 0 1 - ^ - / 2 - м е т и л - 4 - о к с и п и р и м н д и л - 5 / - в 6 - а л а н и н ; 
За. ГЦ - у З - / 2 -метил -4 - амйнопиримидил-5 - / - <Ь -аланин _̂  

Накопление: 
Ат 4-окси-5-оксиметилпиримидина 
А- 2-метил-4-окси-5-оксиметилпиримидина 
Да 2-метил -4 -амино-Ь-окаиметилпиришдина 



регулярно обнаруживается новое вещества / , . это вещество 
в отличие от исходной аминокислоты 0 1 - / ? - / у р а ц и л - 5 / - о 6 - а я а -
нина, не дает положительной реакции с нингидрином, но обладает 
интенсивным поглощением в близкой у^-области спектра . 

Появление аналогичных веществ - А 2 и Ад Йаяо отмечено 
в инкубатах при культивировании микббактериП на средах, с о 
держащих 01./2-метиЛ-4-оксипиримидил-5/-о</ -аланин и 
О А - / 3 - / 2 - м е т и л - 4 - а м и н о п и р и м н д и л - 5 / - <=о -аланин соответствен
но, изучение хроыатографических характеристик, электрофорети-
ческих подписноегей и у§-спвлтров поглощения соединения Ад-
позволило идентифицироватЬ это вещество с заведомым 5-окси-* 
метилурацилом, а соединения А^ и Ад оказались тождественными 

2-метил-4-окси-5-оКсиыетидйярВЙвдИЙу и 2 - ы е т и л - 4 - а м и н о - 5 -
-оксиметилпиримщину ( т а б л . I ) . 

Кроме соответствующих 5-оксипприывдиновнх соединений во 
время ферментации .соединений 0 * . - / 3 ~ / у р а ц и л и л - 5 / - <Ь - а л а н и -
на, ВД-/3-/2-мегия-4-оксшшр1;мидкл-5/-<Л-' - алааи ; ; а / ОА- /5 -

/2 -метил-4 -аминопиримидил-5 / - X - алашша й О Л - / 3 - / 2 - м е т и л -
-4-меркаитоииримидил-5/-«/ ,"-ал^н!1на обнаружено накопление в 
среде целого ряда соединений, обладавших поглощением В близ
ком УФ-области спектра . Количество этих веществ в инкубатах 
сильно меняется в зависимости от дазы роста культуры. 

Природа соединений А^, А 5 , к(, которые накапливаются 
в результате микробиологической трансформации 0 А - / 5 - / 2 - м е т и л -
-4 -меркаптопиримидил-5 / - -аланана , кз установлена, так 
как предполагаемые 4-меркапт-опиримидины пока не описаны в 
литературе. Биологическое отщепление ^ / / - г р у п п ы с 4 положения 
пиримидинового кольца обнаружить не удалось и не исключено, 

что одно из неидентифицированных соединений /А^ , Ае> кли А§/ 
является соответствующим 2-метил-4-м<-рк;'ПТ0-5-охсйыетилпири-
шдином. 

Ка примере ферментации вилларидииа было показано, что 
трансформации подвергаете ; лишь 1- -форма рацемического с о е 
динения / 5 / . На-том основании, что при вираал'пании МуСо-
Ьа.а1еН.ттЗр.ЮОна спе.и.х с пиримидил-Ь-аланикани израсхо
дуется как правило не больше половины внесенной аминокислота, 
мы предполагаем, что в дайнам случае микроорганизмы также 



Таблица I 
Характеристика продуктов миктобиологической трансформации 

производных т,-§- /пиримкдил-5/ аданяна 
эп х то-5 наигчтге 

Нгв системе 2 т т УФ-погслсще- нинпга-
г п о я п в » * * » '. сагз сек я и е ш л рпновой 

д 1 1 в " в Цлевтр*- И л е к - — Г мах Л'-^* раавщя 4- 5 б лат Л тродит. Б рНт 4 рЯЮ,5 
РН Т;Ч об Г0.'5 ' 

_ 1 

пь.-^ - / у р а ш и - 5 / - ^ -
-аланив -0.-27 0 ,15 0 , 2 1 о;оэ 0 , 3 1 0 , 0 3 - 2 , 2 + 0 , 5 255 285 + 
гл.-(б - / 2 - м е г и л - 4 - о к -
СИПЕрЖМИДИЛ-5/-о«! - I 
-аланЕМ 0 / 3 8 0 , 2 7 0 , 3 0 0 , 1 л 0 , 4 3 0 , 0 5 - 3 , 5 +2 ,1 22В.260 2 3 2 , 1 Л + 
01гД- /2 -иетил-4 -а | |И- Ц 

Н О ГШрИМИДКЛ-5/-см -
-аланив - 0 / 4 8 0 , 3 1 0 , 3 2 0 , 0 9 0 , 4 7 0 , 0 5 - 5 , 2 + 1 , 2 24? 235^276 
*2+ 5^ксиметилурапил-0,53 0 , 6 6 - 0 , 5 2 0 , 2 6 0 , 5 3 0 , 2 6 - 0 , 3 + 1 , 3 263 291 
* окси:«Илтшряшшт-ОЛ2 0 , 8 4 0 , 7 0 0;42 0 , 6 9 0 , 5 0 - 3 , 4 + 0 , 4 259 2 49 

2-*етил-4-амино-5-
окоиметиллиримидин 0 .82 0 , 8 2 ч ,65 и, 36 0 , 6 8 0 , 5 5 - 7 , 5 + 0 , 3 249 275 

-аланин - 0 , 3 5 0 , 4 1 0 / 3 9 0 , 5 1 0 ,33 0 , 0 6 - 1 Д + 4 , 3 280 335 
- 0 , 7 6 0.--66 0 . 5 4 0 , 6 2 - - -4,7 
-0,68 0 , 6 8 0 ;67 0 , 6 9 - - - 3 , 0 - -

Ад - 0 , 7 7 0 ,66 0 , 5 3 0 / 5 9 - - - 3 / 4 
Дальие сыотрите стр. 29-



Система I Йзопропанол - 25 % ШЯЛМ - й ? 0^4:1:^лехтролйт Д 

Систем?. 2 Изо пропан ол - Е^Р / 7 : 3 / Электролит Б 

Система 3 Зтилзцзта? - СН̂ СОСИ - ^ 0 / 3 : 1 : 1 / 

Система 4 Е.бутанол - ЕСООЯ-Й^О / 7 7 : 1 3 : 1 0 / 

Система 5 Р.бутакол - СК-3СХХН - Н 2 0 / 2 : 1 : 1 / 

Система 5 Н.бутаяол насы^ея^ый У ? 0 

ЗОН ухсусная к-?а /рН1,4 / 
1,75 % водный растзор 

шииахг /рВ ГО, 5 / 

» 



исподьзуюзс лишь один изомер из рацемата . Обнаруженное на
копление Б-окоиметйЛпиримидиновых соединений, пиримйдино-
вая часть у которых является аналогичной соответствующей 
исходной пириммдилакинокислоте, позволяет сделать вывод, 
что метаболизм /3 - / п и р и м и д и л - с ^ / - и, -аланинов начинается 
с превращением аланинового фрагмента молекулы, в некотором 
отношении /} - /пиримидил-5 / -=6 -аланиновые структуры можно 
рассматривать как аналоги природных аминокислот фенилала-
нина и тирозина. 

Как известно , катаболизм этих природных аминокислот 
таккё осуществляется превращением аланинового фрагмента 
молекулы, деградация аланинового фрагмента молекулы до окси-
кетйльного остатка обнаружена у гистидийа / 8 / . На наш в з г л я д , 
особый интерес выбывает метаболизм /в - / п и р и м и д й л - 5 / - * ^ -
-аланинов , замещенных во втором положении пирямйдинового 
цикла метильной группой, зто объясняется тем, что при транс -
фовмации / б - / 2 ^ м е т и л - 4 - а м и н о п и р и м и д и л - 5 / - о 6 -аланиНа обра
зуются 2-иетйл-4-амйно-5-оксаметйлпиримидин, к о т о 
рый является индейтичным промежуточному продукту метабо
лизма витамина / 9 / , ЬоэникашйЙ в результате трансфор-
' а ш и -г -метил -4 -оксипивймидйл/ - -аланина 2-Метил-4-

'«си-5-оксиметилпиримидин й свою очередь Также является" 
глентичннм пйримидиновым компонентом мощного антагониста 

I итамина В± оксйТиамива. 
Л и т е р а т у р а 

т . щвачкий С П - , Шпрунка И.К. Синтез пиримидинового аналога 
2,4-Дйоксифбнилаланина. Вестник МГУ. Хим.сер. 
1961 , $ 6 , 72* 

2» швачкин Ю.Н., Шпрунка и . ^ . Получение новых пирШйдил-5-
-аланйнов с кольцевой системой аналогичной пирими-
диновому фрагменту тиамина. КОХ., 1965, № 12 , 2251 

Я. Ви*ол М.Л.', Якобсон Б.О. Выделение и характеристика 
аэробных почвенных микроорганизмов,использующих 
природные пиримидиновые основания в качестве 
единственного источника углеродного и азотного пи
тания. Сб. "Вопросы биологии", с б . с т а т е й 
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АУЯ.Лишман, И .Я.Раснач, М.Я.Витол, 
Я .Я .Елуке , ы.Ю.Лидак 

ТРАНСФОРМАЦИЯ ПЮИЗЮ;.;ЩХ/?-/6-АШНОПУРИНЙЛ-/^/-о^ -

АЛАШНА ИИКРООРГАНИЗЫДМИ РОДА МИКОБАКТЕРИЙ 

В последнее время широко развивают синтез пуринид-оА, -
аминокислот, как в нашей стране так и в зарубежных 
лабораториях /к,Ы с целью выявления потенциальных антимета
болитов. Однако биохимические превращения этих структур до 
сих пор не известны. 

данной работой ш поставили себе цель изучит* возмож
ности использования и биохимического превращений некоторых 
из указанных соединений МуСоЬаС^епитър. 400 Нами ранее 
сообщалось / 6 / , что микробиологическая трансформация 
/ 5 - / 6 - а м и н о п у р и н и л - Л ^ / - - а л а н и н а осуществляется с образо

ванием и накоплением в к у я ы у р а л ь н о й жидкости трех угь-лучей 
поглощающих соединена;; . Авторы указывает , что схема микро
биологической трансформации данных соединений, по-видимому, 
в начальной стадии аналогична ранее описанной в литературе 
схеме трансформаций виллардиина /7 ,8 /» ' 

Настоящая статья огракает физиологические и химические 
данные о микрооиологической трансформации трех производных 
01.-/в-/б-аминопуринил-Л^/-о^ - аланина : 

N 

ы ъ<рсоон 



1 *в2 -И. -/6-"ШШ0пуриния-Л^/- - с -аланин ; 
П %*Н\ )1^*кЦш\ Ок~ А-* /6-ме1кламинопуринил-Л^/-о(, -

- алаккн; 
Ш ^ ' й , ' ^ ; 0 1 - / / #- /6 -Диыетиламинопуринил-^/- в с -

- аланин; 
В работе использовали микроорганизм ЫусоЪаогеПиа е р . 100 

вы, еленный из почвы на среде с урацилоц в- качестве единствен
но, о источника углерода и азота / 9 / . Опыт проводили согласно 
р а : е е разработанной методике / I I / . Бактерии выращивали на 
ослове простои питательной среды / 1 0 / , где вместо пирими-
ди.аминокислот добавлена пуринияаыинокислота. 

Для бумажной хроматографии использовали следующие хро
ма'ографические системы: 

I атилацеты-уксусная кислста-вода - ( 3 : 1 : 1 ) 
П н-бутанол-уксусная кислота-вода - ( 2 : 1 : 1 ) 
Ш изопропанол-1:!# аммиак-вода - ( 1 4 : 1 : 5 ) 

1У изопронанол-вода - ( 7 : 3 ) 

При помощи электрофореза определяли электрофоретичес-
кув подвижность при напряжении 400 Л' При электрофоре з е 
.;попьзовали электролиты: 

I ) РН 1,4 - 30?» уксусная кястгота, 
I I ) рН 9 ,2 - борагныь бу^ер Э , 0 5 Н 

р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и я 

При введении бактерий в синтетическув среду с соедине
ниями I , Ц , I I I , служащих в качестве единственного источни
ка азотного питания после небольшого Стационарного\ периода 
набдодается быстрое развитие микроорганизмов ( р и с . I ) . 



развитие ЩсобасЫгссст $р.400 на средах с 
пурмниламинокислотами и изменения рН среда. 

биомасса г/л 

рис . I 

3 4. 

Основа среды О + 
/ б - а ы к н о п у р и н и л - / ^ / - о С -аяанин 0,156 

2 » / 6 - ы е т и л а м и н о п у р к н и л - ^ / - о б - а л а н и н 0 ,1$ 
3 /3 - / б - д и м е т и л а ь ш н о п у р и н и л - ^ / - о С - а л а н и н 0 ,1$ 
4 (ЫН4)г$04 0 , 1 $ 
5 без йсточникаЛ/ ] контроль 

При развитии микроорганизмов на срэде с /? / . -у#-/6-амино-
пуринил-Л^/-»б -аланинбм наблвдается накопление новых у$ 
погдощавдих соединений Дт, А^, Ад, А^;на среде с 01. -/3> -/ив-



тилапкнопуринил-д^-ы. - аланиноы накапливаются новые соедине
ния А, , 1 . . к „ж А 8 , а в елучае развития бактерий /на среде в 
И. >/ДиыетияаийнйПуриник-Л^/-о6-аланиноЫ отмечено на
копление соединений А д , А 1 0 , А Х 1 (смеха I ) . 

Распределение № абоорймрущих ооединения 
в начала инкубации ( а ) и после 72 часов 

инкубации(сГ)' 

0 * 4 0 йа 

V 
л Л. 

О Л3 
0 йт О Л/; 

0 ^ 0 О л/о 

0 с 
—* -От 

О 0 О О 

Г* Х9* • 
И ' • 

. а. Ж I . 

.Схема I 

" Р -/б-аминопуринил- М ч / - ч -аланин О, I % 
.-^-/б-ыетиламинопуринил-НдА с*-адания 0 ,1 % 
» 0 - /б^йыетилашнопуринил-Н 5 /~<л -влания 'о ,1 % 



Табл. I . 
Характеристика продуктов микробиологической трансформации 

производных р - / б -аминопуринил - Ъ^/- а - еланина 

! ЭП х 1СГ 5 

С о е д и н е н и я I 
; а.? ь системе ? - I ' - ' см в сек " 

I ' I I ! I I I 1У 

I УФ -поглощение(нм) ^ ~ / н _ 
| рН 1,4 ; р й э , ? гидринс— 

ЬоЙ реак-
рН 1,4 рН д . ^ ^ ^ и ^ ^ / п а ^ ч п ^ - ' и 

/5-/б-аминопужнил-Кц/- 1 

-о*-аланин 0 ,15 
0 , 3 0 

0 , 3 2 
О, 45 

Аз+гипоксантив 
А^+аденнн 

I I 0 -/б-ыетиламкнопури-
нил-Ко/-сХ -аланин 

% 

Ч 
Ао+ 6-метиламинопурин 
Д - / 6 -димет и лаю: но пу -

ринил-я„/-
I I I 

Атг 

0 ,40 0 , 5 1 
0 , 4 5 ! 0 ; 4 8 

СЧ - АЛАНИН 
А 9 

0.6С 

0 , 2 3 
0 , 3 8 
0 ,40 
0 ,55 
С, 6 ? 

0 ,26 
0 ,37 

[О 
А-^+б-диметиламинопуринО, 67 

0 , 5 5 

0 , 4 8 
О, 57 
0 , 5 9 
0 , 6 5 
0 ,75 

0 , 5 0 
0 , 6 1 

0 , 7 4 

| 0 , 39 
1 0 , 4 9 

' 0 , 1 2 ' 
[ о, Щ 
10, 63) 

- 4 , 9 
- 3 , 5 
- 3 . 9 
- Г , 9 

+ т
 • 

+ 1 , 6 
+ 4 , 5 
+ 0 , 9 

'259 
|259 
[259 
;248 

'232 
|232 
{232 

' 2 6 1 } 
| 261 ! 
[261 | 
\ 2 5 8 \ 

233 | 
233 ] 
^35 | 
232 ; 

+ 

1 

{0,56 | 0 , 6 Г , -1,0 - 1 . 1 | ?63 |229 ! 269 ! 
| 1 

237 | - о 
оч 

!й, 45 
) 0 , 5 2 ! V;. 45| 

- 5 . 1 
- 3 , 6 

+ 1 . 0 
+ 1 , 0 

{263 
|2бЗ 

| 232 
[234 

!2бб [ 23? ! 
237 | 

1 
+ 

| 0 , 54 ! и» 4б! н»,о + 1 . 1 1262 | 233 1 264 } 235 | -
10.55 1 - ! - 5 , 1 - Г . 7 «259 1гз4 ;260 ! 232 | -
}0 ,73 | с. ш:! - 7 . 0 - 0 , 5 [267 1237 ' 283 

1 1 
244 ' -

10.62 |о, 391 - 4 , 7 + 2 ,2 1268 
|258 

| 2 2 8 ! этз | 234) + 
| 0 , 6 4 0 , 6 1 | - 3 , 1 + 3 ,1 

1268 
|258 (228 ! 2 /3 | 231 ! -

| 0 , 6 5 г " ' - 3 . 5 + 3 , 2 | 268 [228 | 272 | 242 | -
| 0 , 8 8 0 , 8 5 | -6,4 | - 0 , 7 1267 

^ 
!228 ! 281 ! 

1 . 1 
245 ! 

1_ 
- • 



Изучение хррматографической и электрофоретичзской под
вижное ги , а также УФ-спектров, выделенных соединений путем 
пряного сравнение со "свидетелями", позволило идентифициро
вать соединение А 3 как гипокоа.чтин, А 4 как аденин, ^ как 
6-ыетиламинопурин; А как б-диметиламинопурин ( с м . т а б л . I ) . 

Аденин н а к а п л и в а й с я в небольших концентрациях, так как 
под влиянием микобактерий это соединение путем гидролитичес
кого доэаыинирования превращается в гипоксантин. Однако об
разующиеся из соединение I I и I I I соотзетез знко свобод
ные пуриновые основания бн. :еткл-аи;нопурин и 6 -дяметил-
аминопурин накапливаются в среде и дальнейшей трансфор
мации не подвергаются. 

Соединения Д-̂  , Д 2 , а 5 , А 6 , А7 , Ад и , судя по 
злектрофоретической подвижности-в щелочной среде , ведут себя 
аналогично кислотам, содержащих карбоксильные группы; они 
быстра двинутся к положительно запряженному электроду. В 
этяичие от исходных пу'кш;хлашкок.<:елот они не дают положи-
• зльпэй рогкц11.;С нингидриноы. 

Трансформация соединения Н и I I I в начальной стадии 
с культурой МусоЬаЛеПигп &р. юа осуществляется анало 
гично ранее изученной трансформации производных /В - / у р а ц и д -
$4 / - «4,-аланинов(виляардиина и его аналогов) приводящий 
к образованию свободных гетероциклических основании. 

В ы в о д ы 

[. микроорганизм ЫцасЬо.сЫгшт &р. ОЗб шжет использо
вать производные /в - / б - а ы и н о п у р и н и л - ^ / - в 4 / -аланина 
как единственный источник азотного питания. 

Ц. Трансформация Щ. - < /3 - /б-аминопуринил-Уу^/-ОС -аланина, 
01-/2 - / б -метиламинопуринил-Л^ / -об-аланина и 
Ш.- / 3 /б-диметиламинопуринил-Д^/-вЬ - аланин? осущест
вляется через стадию соответствующего пуринил-/1^-незаме-
щенного основания: аденина,. 6-мегиламинонурина и 
с-диметиламинопурина соответственно . 



Табл. I 
Характеристика продуктов микробиологической ттаисформапии 

производных Д -/6-аминопуринил к 9 / - оГ - аланина 

С о е д и н е н и я 
в системе 

I I I I I | 17 
- I -

ЭП х Ю - 5 

2 - 1 - I см в сек -

рН 1 ,1 рН 9 ,2 

УФ -поглощение(нм) ^5? к и н_ 
рН 1,4 | рНЭ,? ГИДРИНО-

1 1 свой реак 

I I I I I ^ - / б - а м и н о и у т и н и л - н , / -
- « -аланин 

4 , 
А^+гипоксактик 
А^+аденин 

I I р -/6-метилашшопури-
нил-Яд/-о< -аланин 

% 
% 
% 

Ад+ б-метидаминопурин 
-диметиламинопу 

ринил-Шд'-с< - аланин 
Ш А 9 

А 1 1+б-ДиметиламинопуринО,67 

0 , 3 0 
о, ад 
0 , 4 5 
0 , 6 0 

0 , 2 3 
0 , 3 8 
0 ,40 
0 ,55 
0 , 6 9 

0 ,26 
0 ,37 

0 , 3 2 
0, 45 }0,34 | 0 , 3 2 ; 

- 4 , 9 
- 3 , 5 

+ 1 . 5 
+ 1 , 6 

1259 
|259 

'232 
[232 

' 2 6 1 } 
[261 | 

233 { 
233} 

+ 

0 , 5 1 
0 , 4 8 

' 0 , 3 9 
[ 0 , 4 9 

| 0 , 4 5 | 
| 0 , 6 3 , 

- 3 . 9 
- 1 . 9 +0 ,9 {248 

{232 
(215 

\Ш ' 
| 2 5 6 1 

«35 ! 
232 _ 1 

0 , 5 5 [0 ,56 10,671 
! 1 

- 7 , 0 - 1 . 1 [263 {229 1269 { 237 
1 

0 , 48 
0 , 5 7 

10,45 
10,52 

> ; 
1 - ,1 

| % 461 
~Ы - 3 , 6 

+ 1 , 0 
+ 1 , 0 

{263 
{263 

,'232 
{234 

! 266 { 
266 { 

| 

232 ! 
237 { 

1 
+ 

0 , 5 9 | 0 , 54 ! о , 461 - 4 , 0 + 1 . 1 1262 {233 ! 264 1 235 { -0 , 6 5 | 0 , 5 5 
1 1 
1 - 1 - 5 . 1 + 1 . 7 |259 !гз4 | 2 6 0 1 232 | -

0 ,75 Ь,7Э \%Щ - 7 , 0 - 0 , 6 1267 1237 | 283 { 244 | -
0 ,50 , '0 ,62 | о , 39{ - 4 . 7 + 2 , 2 [26В {228 I 273 { 2 3 4 | + 

0 , 6 1 10,64 | 0 ,61} - 3 . 1 + 3 , 1 | 268 }228 273 | 2 3 1 ! -- | 0 , 6 5 I _ 1 1 1 - 3 , 5 + 3 , 2 | 268 1228 1 272 ! 242 ! -
0 , 7 4 | 0 , 8 8 | 0 . 8 5 | •6,4 - 0 , 7 1267 !228 

1, . 
1281 ' 245 ! 

_ 1 
- -



- 3? -
изучение хромахиграфической и электрофоретичзской под-

иьнорги, а также уФ-спектров, выделенных соединений путем 
прямого сравнение со "свидетелями", позволило идентифициро
вать соединение А 3 как гипоксаятин, А 4 как аденин, А й как 
ь-метиламинопурин; А как б-диметиламинопурин ( с м . т а б л . I ) . 

Аденин н а к а п л и в а й с я в небольших концентрациях, так как 
под влиянием микобактерий это соединение путем гидролитичес
кого дезаминирования превращается в гипоксантин. Однако об
разующиеся из соединений I I и I I I есст^етовзяно свобод-
гые пуриновые основания б-кеткя-ыданояурия и б-диыетил-
гминопурин накапливаются в среде и дальнейшей трансфор
мации не подвергаются. 

Соединения А 1 , А 2 , А 5 , А 6 , А 7 , А Д и , судя по 
.: лектрофоретической подвижности в щелочной среде ,ведут себя 
аналогично кислотам, содержащих карбоксильные группы; они 
'"астро двинутся к положительно запряженному электроду. В 
огяичие от исходных пуринклашкэк>:елот они не дают полозш-
г-иьаэй рзакг?.1;:0 нингидриноы. 

Трансформация соединения Н и I I I в начальной стадии 
с культурой ЫуеоЬае:кегш.т &р. 130 осуществляется а н а л о 
гично ранее изученной трансформации производных /3 - / у р а ц и д -
Щ / - в6 -аланинов(виляардиина и е го аналогов) приводящий 
к образованию свободных гетероциклических оснований. 

В ы в о д ы 

Ыикроорганизм Му€дЬа.с:1кгсит &р. 100 ыо^ет использо
вать производные $ - / б - а ш ш о п у р и а и л - / ^ / - о С -аланина 
как единственный источник азотного питания. 

Трансформация - / 3 - / б - а м и н о п у р и н и л - Л ^ / - о С -аланина, 
{Н.-/3- /б-ыетиламинопуринил-УИу/- об -аланина и 

01.-/$ / б -диметилакйнопуринил- /^ / - еб - аланина осущест
вляются через стадию соответствующего пуринил-Л^-незаые-
щенкого основания: аденнна,. б-мегипаминопурива и 
•1--циметиламкнопурина соответственно . 
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Ц.Э.ДУнцис, и .К.Витол 

ВЫДЕЛЕНИЕ АНАЭРОБНЫХ гЖРООРГАНИЗШБ, СПОСОБНЫХ 
ПРЕВРАЩАТЬ ЭКЗОГЕННЫЕ ПУГЛИВЫЕ И ПИР'ЩДШЮШЕ СОЕДИНЕНИЯ 

для пуриновых и пиримидиновых соединений описан ряд 
химических реакций, осуществляемых ферментами микроорганиз-
мов. в литературе описана несколько видов анаэробных микро
организмов, способных трансформировать пуриновые и пиримиди
новые соединения, эти микроорганизмы ьпдёлеш.1 из почвы 
на синтетических средах методом обогащенных культур , где 
пуриновые и пиримидиновые соединения «влйютс,! единственным 
источником азотного и углеродного питания. 

Культура СЫ&паНигп ига&Исшя выделена на среде 
с урацилом в качестве источника азота и углерода / 1 / , а анас 
робный микроорганизм 2утвЬа.^ег<ит ого{сси.т выделен на 
средах с оротовой кислотой в качестве источника а зота и угле
рода, однако, указанные микроорганизмы способы превращать 
только то пиримядиновое соединение, на ко, хором они выделены. 

Трансформация пуриновых соединении анаэробными микро
организмами изучена более широко. Пуриновые соединения транс
формируют С1о${псИи.т а.С1с11и.пС1> С1о$Ыс11игп с11упе1го&ро• 
гит,/ЯкГ0Сосси$ аего^епвв, АНсгосо.сси& 
Эти микроорганизмы обладают более широким спектром действия 
по отношению к активному воздействие на различные пуриновые 
соединения, но не способны трансформировать пиримидиновые 
соединения / 3 , 4 , 5 / , исключением является Мкгососсиз 1ас{(-
1у11С<л$ , который медленно превращает урацил, тимин, ц и ю -
эин / 6 / . 

Как видно из приведенного м а т е р е л а , использование и 
трансформация пуриновых и пиримидиновых соединений а н а э р о б 
ными микроорганизмами изучена сравнительно мало, главным 
образом бесклеточными экстрактами или клеточными с у с п е н з и я 
ми. Неизвестно, могут ли с о е д и н е н а , подвергающиеся трансфор
мации, обеспечить рост анаэробных микроорганизмов. В л и т е р а -
*уре также отсутствуют данные по использованию анаеробными 



южроорганизиами в качестве основных источников питания 
Других пурииовых и пиримадиновых соединении - нуклеотидов, 
Егклеозидов, 

В связи с этим целью нашей работы было выделение а н а э 
робных почвенных микроорганизмов, способных использовать и 
трансформировать пуриновые и пиримидиновые соединения, п р е -
Б1ащеяие которых имеет не только теоретическое , но и прак 
тическое значение. 

М е т о д и к а . 

Выделение анаэробных микроорганизмов,' способных превра
щать пуриновые и пиримидиновые соединения, проводили из с а 
довой почвы и прудового ила. Для выделения использовали 
синтетическую среду следующего состава КНлРО* *» 0 , 0 5 , 
Ма^НРО^ -. о , 1 ; - 0 , 0 5 ; - следы; глюкоза -
0 , 5 ; дрожжевой автолизат - 0 , 0 1 ; пуриновые и пиримидиновые 
соединения - 0 , 1 ; вода водопроводная, исходное рн среды 
7 ,0 - 7 ,2 . Непосредственно перед посевом добавляли 0,05$ 
тпогликолята натрия, в предварительно прогретую и быстро 
остуженную среду. Температура Культивирования' 28-30° С» 

Из накопительных культур Ю-12 дневного возраста прово
дили разделение анаэробных микроорганизмов от аэробных с п о 
мощью способа Скалона / 8 / . При этом материал и з накопТи-
тельных культур засевали в верхнюю часть высокой пробирки, в 
торой находилась длинная стеклянная трубка, диаметром 2-3 
км. Сразу после з асева трубку опускал.- до дна пробирки, 
не взбалтывая и не перемешивая среду . Анаэробные микроорга
низмы развиваются в нижней части пробирки и в трубке, аэроб
ные - в верхней ч а с т и . 

для получения чистых культур анаэробных микроорганизмов 
пас те ров с чо к пипеткой брали материал из трубки и рассеивали 
его на чашки с агаризованной средой выше указанного с о с т а в а . 

. - 1 ш к и помещали в вакуумный'эксикатор в атмосферу азота' или 
под вакуумом. Остаток кислорода в эксикаторе поглощали ще
лочным раствором пирогаллола / 9 / . индикатором на а н а э р о б -
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ность служил раствор метиленового синего. 

Чистые культуры поддерживали на жидкой питательной сре~ 
д е ( в # ) : К Н 4 Р Д 4 - о ,05 ; Ма^НРО* -0,1} МдЬО^ - о,05^ 
Ре С13 - следы; глюкоза - I ; пептон - 1 , 0 ; дрожжевой а в т о -
дизат - 0 , 0 1 ; пуриновое или пиримидиновое соединение - 0 , 1 ; 
вода водопроводная, рН ср;ды 7,0 - 7 ,2. Культивирование 
вели в высоких пробирках в толстом слое питательной среда . 
Перед посевоы пробирки прогревали, затем быстро остужали и 
добавляли тиогликолят №х - о,05$. возможность использова
ния пуриновых и пиримидиновых соединении проверяли на у к а 
занной синтетической среде , где источником а з о т а служили 
только эти соединения. Об использовании пуриновых и пирими
диновых соединений судили по количеству накопленной биомас
сы в течение культивирования, окончивающегося за 7-10 суток . 
Биомассу определяли нефелоыетрически, рН измеряли потенцио-
нетрически. 

Р е з у л ь т а т ы и . 
о б с у ж д е н и я 

для выделения были использованы разные образцы садовой 
почвы и прудового ила . в применявшейся синтетической среде 
пуриновые и пиримидиновые соединения служили источником 
азота и углерода или только источником азота* Помимо пури
новых и пиримидиновых соединений другого источника а з о т а 
не добавляли. Выделить анаэробные микроорганизмы, которые 
использовали бы пуриновые и пиримидиновые соединения в к а 
честве источника а з о т а и углерода , нам не удалось . Однако, 
выделено 21 вид строго анаэробных и факультативно а н а э р о б 
ных микроорганизмов которые используют эти соединения в 
качестве единственного источника а з о т а , характеристика вы
деленных культур представлена в таблице I . 

Выделенные строго анаэробные микроорганизмы относятся 
к разным видам из родов С1о&-Ьгсоии-т и ДлаНиб . факуль
тативно анаэробные микроорганизмы принадлежат к роду АсКго-
тоЬас{ег > з а исключением двух видов из рода Р&еи-



соединение,. Число Число 
т котором выде видов 
выделены ленных Р О Д Тип культур 
культуры куль

тур 

Тип культур 

хранил 5 С1о8*г1<11ит 2 
• Вао111ив 2 

АеЬготЬас*ег I 

:имин 2 С1оегг1й1ит 2 

{июзин 2 2 
Р̂ИДИН 2 С10в1*1й1и1п 

АсЬгошЪас1ег 

протовад к-та 2 ксЬгошЪасЬег 
С1об*П<11ий 

1 денин г С1о8*г1й1иш 
денозин I 

:т 2 В а с Ш и в 
В&о*ег1\1и , 

иллардиин 2 Гвеийотопав 2 

строгие 
анаэробы 

факультативный 
анаэроб 
строгие 
анаэробы 

_ п 

факультативный 
анаэроб 

• 

строгай 
анаэроб 

факультативный 
анаэроб 

иделеввннх на среде с п я р в м и д и л а м и н о к и с л о т о й в Е Л л а р д и и н о ы . 

Все выделенные культуры проверяли на способность к 
спольэованив некоторых пуриноЬых и аириыидиновых соедине
на. 

данные по использованию этих соединений представлены 
ь таблице 2» 

Таблица I 

Характеристика выделенных культур 



Таблица 2 
рост культур на средах с пуриновлмя и пиринидтаовынв соединениями 

в качестве единственного источника азота 

К у л ь т у р а 
Выделена 

на 

Количество биокассы, в г / л ври добавлении.О,1# 

! I о 
и 

О т 

I ш 
о о я 
н е и 
о о ш 

о « «В 

ЕЙ ш ж 
гз 
о 
ВС 
0> и: тв 

8 
С1ва*гЫ1ш« э р . , шташ 50 урацил! 

ВасШпа зр-» 
» 

» 

АоЬгошаЬас-Ьег вр. 

С1оа*Па1ит зр.,. 

АсЬгошоЬасЬег зр . 

з ••» 
За " 
7 

503 гимине 
509 
402 цитозжне 
406 

06 уридине 
03 

9 10 
0 , 4 5 0 , 4 8 0 , 5 2 0 , 8 5 0 , 4 0 0 ,77 0» 32 О 

0 , 2 7 0 , 4 8 0 , 21 0 , 21 0 , 23 -
0 , 5 4 - - 0 , 2 7 0 ,27 0,40. 0 ,52 0 , 6 0 
0*15 0 , 1 8 0 , 3 0 0 ,24 0 , 2 1 -
0 , 3 1 0 , 3 3 0 ,38 0 , 3 5 0 ,33 -
0 ,36 0 , 4 0 0 , 3 7 0 , 3 1 0 ,14 -
0 ,42 0^45 0 ,42 0 ,32 0 ,17 -
0 , 3 1 0 , 3 3 0 , 3 6 0 ,22 0*19 - -
0 , 4 5 0 , 4 7 0 , 2 5 0 , 2 7 0 , 3 1 -
0 , 1 7 0 , 1 6 0 ,19 0 , 2 1 0 , 3 1 - - -
0 , 1 4 0 , 1 5 0 ,19 0 , 3 8 0 . 1 6 -

-с-

Продолжение следует 



I 2 

«я'ягаяоЪасгег ер 

С1оз"Ьг1<Иик1 з р -

В е с Ш п б 5р« г 

Вас1иг1иш эр . ( 

Рзеиаотогьаг Ер. 

74. оротовой Е - г е 
106 
107 
206 адениве 
207 

Ю аделозине 
17 № 
19 с 

609 Елпладоине 
600 

0 ,66 0 , 8 9 0 , 6 5 0 ,45 0 ,16 О, -09 0 ,32 0 , 2 4 
0 , 1 5 0 ,12 0 , 1 5 0 ,14 0 , 2 0 -
0 , 1 5 0 ,13 0,-18 0 , 2 1 0 , 25 -
0 , 4 5 - - 0 ,73 0 , 4 0 0 , 3 5 0 , 4 8 0 , 4 1 
0 ,78 - - 0 ,58 0 , 2 5 0 , 3 5 0 , 6 8 0 , 4 7 
0 ,32 - - 0 ,44 0 ,32 0 ,42 0 ,32 0 ,23 
0 , 4 0 - - 0 ,58 0,22 0 , 2 8 0 ,54 0 , 8 0 

О,XI 0 ,69 0 , 7 5 
0 , 1 8 0 ,23 0 ,17 0 , 2 1 0,12 -
0 ,27 0,24 0 ,24 0 , 1 ° 0 ,14 -



цэ данных таблицы видно, что микроорганизмы из родов 
Раеийошопаа И АсЬгошоЬасЪаг обладают незначительной 
с п с о б н о с т ы а использовать проверенные пуриновые и пириди
новые соединений, даже те , которые были использованы при 
выделении исследуемых микроорганизмов. Более активной 
группой микроорганизмов являются клосгридии. Они не облада
ют строгой субстратно*' специфичностью по отношению к пури-
новыы и пиримидиновим соединениям, и используют почти все 
проверенные соединения. Наилучшим источником а з о т а у мно
гих микроорганизмов я в л я е т с я тимин. на средах с оротовой 
кислотой наблюдается лишь незначительный рост . Все выделен
ные культуры отличаются по количеству накопленной биомассы 
на средах с различными пуриновьши и пириымдиновыми соедине
ниями, наиболее активными оказались две культуры строго 
анаэробных микроорганизмов, которые по определителю Бержде 

ближе всего Соответствуют С1обгПс11ш1 Ъе1Гап+.1< и СЮеЪПй: 
заг^а^оМогший 

О п и с а н и е к у л ь т у р 
I . Штамм 74, СХоз^ПсИит аагЪаео^огвгаш.. 
Иикроорганизмы палочковидные ( 2 - 5 ы к х 0 , 5 - 0 , 7 ' м к ) , р а с 

полагаются парами и поодиночке. Споры овальные, терминаль
ные, круглые, ширина их значительно превышает ширину клетки . 

Строгий анаэроб , растет на средах с пептоном, гидроли-
эатом казеина и' на синтетических средах с аммонийным азотом. 
Нитраты не восстанавливает . Крахмал не гидролизует . Молоко 
пептонизирует и коагулирует . Нелатину не разжижжает. На к а р 
тофеле не р а с т е т , клетчатку не р а з л а г а е т . Индол не образует . 
Выделяет сероводород. Каталазу не образует . 

Использует глюкозу, мальтозу , сахарозу , Лактозу, г а л а к 
тозу , маннит, • ксилсзу , декстрин , не использует глицерин, 
крахмал. 

Колонии на МПА средней величины с неровный краем, г р я з 
но-белые. На жидких Средах растет и виде мути, в старых куль 
турах клетки оседают. 

Выделен на среде с оротовод кислотой 
Кроме оротовой кислоты использует также цитозин, урацил, 

гнмин, урвдвн, аденоэин, аденозин-5 -ионо ч осфат . 



2. Шгаш 5 0 ч С1оз1г1а1гШ1 Ь е 1 Г а п г 1 1 . 

Микроорганизмы палочковидные ( 2 - 5 м х х 0 , 5 - 0 , 7 да ) , 
располагаются парами и поодиночке, спорообразующие'. Споры 
центральные, при образовании спор клетки раздуваются; 

Строгай анаэроб, хорошо растет на средах с пептоном, 
гидролизатом казеина и на синтетических средах с аммоний
ным азотом. 

Нитраты не восстанавливает , крахмал гидролизует . Моло
ко пептонизирует и коагулирует за 48 ч а с . Желатину не раз^. 
• жижает. На картофеле колонии фиолетового ц в е т а , клетчатку 
не р а з л а г а е т , йндол не образует . Выделяет сероводород. Ка^ 
талазу не образует . 

Использует глюкозу, мальтозу, сахарозу , Лактозу, галак
тозу , маннит, Ксилозу, декстрин. 

Колонии на МПА фиолетового цвета , средней величины.-' 
на жидких средах растет 8 виде мути, в старых культурах 
клетки оседают. 

Выделен на среде з урацилом. 
Кроме урацила использует также тимин, цитоэин^ урйдан, 

оротовую кислоту, аденозин, АШ>-
-> 

В ы в о д ы 

1. из различных образцов почвы и прудового ила выделен 21 
вид строго анаэробных и факультативно анаэробных микро
организмов, способных использовать пуриновые и пиримидин 
новые соединения в качестве единственного источника 
азота . 

2. Строго анаэробные микроорганизмы относятся к родам 
сюзт-гкшдш и в а е ш и в > а факультативно анаэробные 
к разный видам ИЗ рода рзеийошопаз И АскгошоЬасгег • 

3 . выделенные микроорганизмы из рода С1овт,г1а1ит облада
ют наилучшей способностью использовать пуриновые и пири-
мидиновые соединения, тогда как выделенные бактерия из 
рбДОВ Рзеийошопав и АсЬгошоЪас-Ьег - ЛИШЬ слабой спо 
собностью использовать изученные с о е д и н и ш ь 



4 . Активные микроорганизмы из рода с1ое*г1сИит использу
ют не только соединения, на которых выделены, но и 
другие пуриновые и пиримидиновые соединения. 
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Ы'Э.Дуяцис, ы.й.Вигов 

ТРАНСФОРМАЦИЯ ПР0ЙЗБ0ДШХ ПУРИНА АНАЭРОБНЫМИ 
МИКРООРГАНИЗМА:.!И ЮДА С1о8*Пй11Ш1 

В литературе упоминается несколько видов анаэробных 
1актерий, которые обладают способностью расщеплять пурино-
ше соединения. Два вида микроорганизмов из рода С1оагг1а±иш 

' л . а с 1 а 1 и г 1 о 1 и С1.оПупйговрогип! быстро расщепляют нсантин, 
чуанин, гуансзин, 6 , 8 - диоксипурин, а более медленно, п о с -
ш периода адаптации, инозин и гилсксантин / 1 , 2 / . Нуклеози-

лы,инозин и гуьнозин,Б начале расщепляются до свободных о с -
шваний, а аденозин не подвер .аетоя трансформации. Соедине
нием, в котором происходит разрыв пуринового кольца, я в л я е т 
ся ксантин* Предполагают, что С1.е11удгоароггши С1,ае14.1т1г1с1 

лревращают другие пурины в ксаитин по схеме I / ? / . 

Схема I 
гуанин 

гкпоксанткн — — к с а н т и в мочевая кислота 
продукты расщепления кольца 

Превращение гипоксантина / 6 - о к с и п у р н н а / в ксантин происхо
дит по довольно сложному пути / т / . 

Схема 2 
6 -овсипурин—> 6 ,8 -Диоксипурин—>• 2 ,6,б-хриоксипурйа—* 
/ г и п о к с а т и н / /мочевая к и с л о т а / 

— > 2 ,6 -диоксипуриа. 
/ к с а н т и н / 

Анаэробные бактерии И с г о а о с с и з аеговепез И Ы1его-
(!овои8 1асг±1уг1.оив быстро трансформ..руют гипоксантин, 
ксангин, гуанозин. Превращение аденина и гуанина происходит 
медленно, пути' превращения пуринов этими бактериями полностью 
не выяснены, предполагают, что Ысгососоив 1асИ1утДси8 
расщепляет ш и д а з о л ь н о е кольцо с образованием урацила н 
мочевины / з / , в процессе трансформации гипоксантин? и а д е 
нина культурой ;е1сгососси5 аего^епез промежуточными про
дуктами являются урацил и химии, а ксаытина и гуанина - у р а -
цил, однако, эти соединения не являются основными продуктами 



трансформации пуринов / 4 / , 
Бактерии, вызывающие трансформацию пуриновых соедине

ние*, изучены сравнительно мало. Целью настоящей работы было 
выяснить, могут ли анаэробные микроорганизмы С1оз1па1иш 
8ах*аео?огшит И С1ов*г1<11ш) Ъе11аи1;±1, которые ХОрОШО 
превращают пиримидиновые соединения, превращать также р а з -
яичные пуриновые соединения. 

М е т о д и к а . 
В работе Применяли синтетическую среду следующего с о 

става ( в # ) ; *Га 2нро 4 .12Н 20 - 0 , 1 ; КН 2К> 4 - 0 , 0 5 ; 
Мазо ~ ? е С 1 3 - следы; глюкоза - 1 , 0 ; дрожже
вой Автолиза* - 0 , 0 1 ; р ь в п - 0 ,01 / 5 / . При изучении 

2 2 4 
возможности использования пуриновых соединений в качестве 
единственного источника а з о т а , к этой среде добавляли п у 
риновые соединения в. количестве , соответствующем содержа
нию а з о т а 0 , 1 г / л . В опытах по трансе]ормации добавляли 
дополнительный источник а з о т а - о ,8# ( и н 4 ) 2 в к ) 4 , а пури
новые соединения в количестве 0 , 1 $ . Выращивание культур и 
трансформацию пуриновых соединений проводили в анаэробных 
условиях в высоких пробирках с толстым слоем питатель 
ной среды. 

Определение прироста биомассы, рн, изменения химическо
го состава кулыуральной среды определяли по описанной ме
тодике . При этом применялись следующие хроматограсические 
системы растворителей: I ) Изопропанол-25# водный аммиак -
вода ( 1 4 : 1 : 5 ) ; 2) изопропанол-насыщенный раствор Сульфата 
аммония в воде ( 2 : 1 ) ; 3) этилацетат -уксусная кислота -вода 
С3:1:1) ; 4 ) .н-бутанол-уксусная кислота-вода ( 2 : 1 : 1 ) . При 
электрофорезе использовали электролиты: I ) рН 1-30$ уксус
ная к и с л о т а ; 2) рН 9 ,2 - боратнык буфер. 

Химические формулы и обозначения использованных 
пуриновых соединений 

I АТФ, Д . = М Н д Й 1 ^ Н , = 
= рибозотрифосфат; 



I I А Д Ф 1 Й 1 = М^,К г = Й 1 - - Н , Й** = 
= рибозодифос. а т ; 

I I I Л Ш / Й, = Ы г % Я * * Й | = Н, Р у = 
= рибозомонофосфат; 

1У аденозин, Р, ^Л |Нг ;Йя=Й4 = Н; 
= р и б о з а ; 

У аденин, Й , Ь Н 2 , й г = Й^Йу'Н 
I I инозин, Я.1 = СИ>Яа=Р?з=Н, = 

= р и б о з а ; 

У П гипоксантин, К, = 0Н ,Рх=Йз х 

= Й ч - Н 

Р е з у л ь т а т ы и 

о б с у ж д е н и е 

В настоящей работе изучали использование и трансфор

мацию пуриновых соединен;:;, мшфоорганлзмамй С1 . 8 ь г -каво?огшшп 

иС1.ьв1?ап1;11 , выделеамыми на с раде с пир;)Майковыми.сое

динениями как единственном источнике а з о т а / ? / • 5озмо^:ность 

использования пуриновых соединений (оснований, нуклеозидов, 

нуклеотидов) в к а ч е с т в е источника а з о т а проверяли на среде 

с пуриновыми соединенный без дополнительного иихочнцка 

а з о т а . В таблице I приведено" максимальное количество б и о 

массы, которое было отмечено за гремя развития, заканчива

ющегося за 7 с у т о к . 

Из таблицы видно, что только некоторые пуриновые с о е д и 

нения могут быть использованы в к а ч е с т в е единственного и с 

точника а з о т а , рост С1. з а п а л о Гог шиш наблюдается' ВЗ с р е д е , 

содержащей адеяоэин, а д е н о з и н - 5 - м о н о ^ о с ф а т , а д е я о з и н - 5 - д и -

фосфат, а также гуанин, гуанозин, гуанозка -5 -монофос . .&1 и 

мочевую кислоту. С 1 . ъ е 1 г а п г и в к а ч е с т в е едиастьекя-эго 

источника а з о т а может использовать только гуанин, гуаыозкн, 

гуанозин-ь^мйно^осчат и мочевую к и с л о т у . Однако, с;;е,.:уех 

отметить, что указанные пуриновые соединения обеспечивает 

лить очень слабы., рост по сравнению с с с р е д е н , где в е т о ч у л 

ком а з о т а служит С к н

4 ' ) 2 3 0 4 • Остальные пурхиоБые с ос-ди

не нил не используются данными йй'^ро&рраЕазмбма в к а ч е с т в е 



Тйблица ; 
РОСТ С1 .аыгь-БаГотхпш И С Х . Ь е а Г а л Ш ка Орб 

с пуринопыми соединениями 

Коточаик а з о т 

(Я.Ье'Н'ап-Ш 

Коточаик а з о т био
масса, 
г / л 

РН 
био
масса, 
г / л 

РН 

Аде ВИН, О 7 ,10 0 7 ,10 
Гуанин 0 ,25 4 , 3 0 0, 25 4 ,30 
Гипоксаитцн 0 , 1 9 4 , 3 0 0 ,22 4 ,40 
Ксантин 0 , 1 2 5 , 3 5 0 ,15 4 , 8 0 
Ночевав кислота 0 , с! 4 , 6 0 0 , 2 6 4 , 4 0 
Аденозин 0 , 27 4 , 3 5 0 ,19 4 ,60 
Гуанозин 0 , 25 4 , 2 0 0, 24 4 , 4 0 
Инозин 0 7 , 0 0 0 7 ,00 
Адензин - ь -моно^осфат 0 ,24 4 , 4 0 0 , 20 4 ,70 
Аде но зин-5-дифо с фат 0 ,29 4 ,40 0 , 1 8 4,10 
Аденозин" ^-трифосфат 0, 21 4 , 5 0 0, т 4 ,65 
Гуанозин-!э-моаос;осфат 0 ,27 4 . 2 0 0 , 26 4 ,45 
Гуанозин-5'-диф:осфат 0 , 2 0 4 , 5 5 0 , 1 7 4 ,40 
Гуано зин-!э-трифосфат 0 , 21 4 , 4 0 0 ,18 4,40 
Инозин-ь'-монофосфаг 0 7 ,10 0 ,16 4 , 3 0 
Инозин-ь'-дифос^ат 0 7 ,10 0 ,17 4 ,35 

0 , 7 8 •1,35 0 ,69 4 ,30 
Среда без источника а з о т а 
(контроль) 0 , 20 4 , 2 0 0 , 1 9 4*30 

единственного источника а з о т а . Более того, аденин и инозь. 
ингкбирует рост об^лх культур , а инозин-ь-ыонофосфат и иш 
ЗИН-5-ДИфОСфзТ - рОСТ С1оа1;г:Ы:пдт заг-Ьазо/огиана 

Хотя пуриновые соединения практически не используютс 
как единственны!! источник а з о т а , оказалось , что на среде I 
дополнительном источником а зота С1.Ба1-1аеоГопаш) й 

С1.Ъе1ГапИ1 осуществляют трансформацию некоторых из 
этих соединение. При выращивании культур на среде с цыио-



Таблица 2 

Хроматографическме, электрофорегичеекие и спектральные характеристики 
обнаруженных соединений и свидетелей 

Пуриновые 
Ш в системе ЭП х 1 0 й УФ-поглощение 

Пуриновые Г 
ЭП х 1 0 й 

РН I соединения I 2 3 4 РН \Ц РН9,2 
РН I РП 1 1 I 2 3 4 РН \Ц РН9,2 А йах Ашах 

т с 3 5 6 7 8 9 10 I I 
АТФ 0 ,04 0 , 1 0 0 , 0 0 , 0 3 0 , 0 4 4 , 3 2 230 257 227 259 
Ада 0 , 1 5 0*12 0 , 0 0 ,06 +0 ,63 +5 ,11 230 257 227 259 

Соединение 
I I 0 , 1 5 0 Д 2 0 , 0 0 , 0 6 +0 ,63 +5 ,11 230 257 227 259 

0 , 1 7 0 , 2 2 0 ,06 0 , 2 0 - 1 , 1 5 +5,50 230 257 227' 259 
Соединений 

I I I 0 ,17 0 , 2 2 0 , 0 6 0, 20 - 1 , 1 5 + 5 ,50 230 257 227 259 

Аденозин 0 , 6 0 0 ,69 0 , 5 8 0 , 6 5 - 5 , 5 0 + Г ,73 230 257 227 260 
Соединение 

1У 0 , 6 0 0 ,69 0 , 5 8 0 , 6 5 - 5 , 5 0 +1,73 230 257 227 260 

Адейии 0 , 6 2 0 ,72 0 , 6 6 0 , 6 6 - в , 65 - 0 , 4 0 229 263 237 269 
Соединение 

У 0 ,62 0 , 7 2 0 , 6 6 0 , 6 6 - 8 , 6 5 - 0 , 4 0 229 ; 263 . 237 269 

Продолжение следует 



Инозин ! 0 ,6010 ,50 0 , 3 3 0 , 4 3 - 0 , 4 7 + 2 , 7 7 222 248 224 253 
Соединение 1 

У: 0 , 6 0 0 , 6 0 0 , 3 3 0 , 4 3 . - 0 , 4 7 + 2 , 7 5 223 248 224 " 253 
ГТШОКС&ИТИЕ 0 , 5 7 1 0 , 8 2 0 , 4 3 0 , 4 9 , - 2 , 0 + 1 , 4 1 215 248 232 258 

Соединение 
УН 0,571 0 , 8 2 0 , 4 3 0 , 4 9 - 2 , 0 - 1 , 4 1 215 248 232 258 

* хроиатографические систеиы растворителей и эяедт релит ОБ указаны в 
методике. 

I 



ииным азотом, содержащей аде нив, в культуральной жидкос
т и отмечается появление нового пуринового соединения / У 1 1 / . 
I зучение ; .ромаюграфических данных, эЛектрофоретической' " 
годвижности и УФ-спектров поглощения этого соединения п о з -
юлило идентифицировать соединения у ц о гипоксантиноы. 
Гри выращивании этих же микроорганизмов на среде с аммо
нийным азотом, содержащей аденозин, в культуральной кйд-
кости появляются три новые пуриновые соединений / У / У1, Г Ц / . 
Соединение У по спектральным, хроматографическим, элек-
:'рофоретическим данным соответствует аденину, соединение 
У1- инозину, соединение УН - гипоксантину. В Случае транс

формации аденозин-5'-трифос({ата / I / первым отмеченным про
дуктом трансформации растущими культурами является аднозин-
-5-дифосфат / I I / , который дальше трансформируется в адено-
экн-5-монофосфат / I I I / и аденозин / 1 У / . 

"хромагографическке, элекгрофоретические и спектраль-
* е данные обнаруженных соединений и свидетелей представле-
* в таблице 2. . 

Количественные данные по трансформации аденива разви-
В ЮЩИМИСЯ культурами СХьБатЬаеоТохташ И С1.Ъе1?ап1Я 

иведены в таблице 3 . 
Таблица з 

С1. вах-Ьайо^огптщ 
Трансформация аденина 

Количество пуриновых соединений мг/мл 

Пуриновые 
Соединения 

01.вагЪаво^огиют С1.Ъе1Гапг11 

О 2 5 12 
сут - сут - сут
ки ки ки 

о 2 5 12 
сут - с у т - с у т 
ки ки ки 

.•. ;енин 0 , 8 5 0 ,76 0 , 3 1 0 ,18 0 , 8 5 0 , 6 5 0 , 4 0 0 , 1 8 • 
О ' 0 ,04 0 ,38 0,49 0 0 , 1 1 0 , 1 8 0 , 3 5 Гипоксантин 

Сфмма определенных 
урановых соедине

нии: 0 , 8 5 0 , 8 0 0 ,77 0 ,67 0 , 8 5 0 , 7 6 0 , 5 8 0 , 5 3 

В таблице 3 и 4 приведено количество пуриновых соедине
ний, в пересчете на пуриновое кольцо. 



Пуриновые 
соединения 

Количество пуриновых соединений мг/мл 

С1.ваг1айоГогпшш С1.Ъе1^ап-Ы1 

О 2 5 12 
с у т - с у х - сут
ки ки ки 

2 5 12 
с у т - с у т - сут
ки ки ки 

Аденозин -0 ,43 0 , 3 2 0 , 1 3 0 ,06 0 ,43 0 , 3 1 0 , 0 1 О 
Аденин 0 0 , 0 5 0 , 0 3 О О 0 0 ,04 О 
Инозин 0 0 ,04 0 ,12 0 , 1 3 0 0 , 0 5 0 ,14 0 ,14 
Гипоксантин О 0,С2 0 ,12 0 ,12 0 0 " О, Ю 0 , 1 1 

Сумма определенных 
пуриновых соедине
ний 0 , 4 3 0 , 4 3 0 , 4 0 0 , 3 1 0 ,43 0 ,36 0, 29 0,26 

Видно, что параллельно уменьшению аденозина в к у л ы у -
ральной жидкости увеличивается количество гипоксантина и 
инозина. В период быстрого расщепления аденозина / 2 - 5 сут
к и / в кульгуральнои жидкости появляется аденин, который 
быстро изчезает и накопления его не наблюдается. На среде, 
содержащей инозин при культивировании указанных микроорга
низмов появления новых пуриновых соединений не наблюдает
с я , количество гипоксантина в среде , где последний я в л я 
ется единственным источником а з о т а или на среде с дополни
тельным источником а з о т а в течение культивирования почти 
не изменяется , данные приведены в таблице 5. 

уцедавние количества аденнна сопровождается накопле
нием гипоксантина. Трансформация аденина происходит медлен
но $ по окончании культивирования на 12 сутки в кулыураль-
ной жидкости можно еще обнаружить аденин. В таблице 4 
приведена данные по трансформации аденозина. 

Таблица ^ 
Трансформация аденозина 

С1. аагЪаеоГогшшп СХ.ЬеНапШ 



Таблица 5 
1301 О1.ваг1аео*огшиш и С1,ЪеНяц%Ц На среде 
с гипоксантином и дополнительным источником азота 

1ремя О1.ааггаеогогпгаш 01.Ъе1Г&хЛИ 
Е С у Т - : 1 

1 Х биомасса, „ гипокеан- биомасса, п г г гипоксан-
г / л р а тин, г / л р н тин, 

мг/мл мг/ыл 

0 0,025 7,0 1,10 '• 0,025 7,0 1,10 
2 0,Т32" 4,40 1,10 0,40 4,50 1,01 
5 0,9$ 4,25 1,06 0,85 4,20 1,00 

12 0,96 4,40 1,00 0,79 4,30 0,98 

;1ким образом, можно с ч и т а т ь , что под влиянием развивающих
ся культур С1,ваг1;азо:Гогшш! И СХ.ЪеЗ.гап'ЬИ ИЗ 
аденозина образуется аденин, который^дальше дезаминируется 
в гипоксатин.Параллельно с дерибозидацией аденозина проис
ходит его дезаминированйе с образованием инозина, который 
21каплйваетоя в кульТуральной жидкости наряду с гипоксанти-
нзм. Несмотря на т о , что на среде , содержащей гипоксантин, 

:зявление новых пуриновых соединении не наблюдается, сумма 
определяемых пуриновых соединений В случае трансформации 

денина и аденозина в течение культивирования уменьшается 
(таблица з й 4 ) . Можно предпблагать , что происходит расщеп-
лвние пуринового кольца, поскольку общее количество пурино-
ешс соединений в среде в течение культивирования указанных 
микроорганизмов явно п а д а е т . 

Количественные и качественные исследования трансформа
ции производных аденина развивающимися культурами 0 1 . ^ , 
1аеоГогпгаш и С1.Ъе1:ГагИ;11 свидетельствуют О ТОМ, 
что трансформация производных аденина идет по схеме 3 . 

Схема з 
АГФ —* АДФ ~~*» кЩ —> аденозин —»• аденин — г и п о к с а н т и н 

инозин ? 



В ы в о д ы 

1 . Микроорганизмы С1. заг+.аео:Гогпщш И С1.Ье1Гап-Ы1 
не могу!- использовать или используют очень слабо пурино 
вые соединения как единственный источник а з о т а . 

2 . При наличии другого источника а з о т а развивающиеся куль
туры способы трансформировать некоторые из пуриновых 
соединений. 

3 . Трансформация производных аденина осуществляется по 
схеме: 

АТФ — > АД§ — > - А Ш - * • аденозин —> аденин — > гипоксантин 
инозин 
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Л-В.Медведева, М.Я.Витол, В.Х.Вольск^: 

ВОЗМОЖНОСТЬ ГыДЕЛЕНШ ПОЧВЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ НА 
СРЕДАХ С ПУРЙНОШМИ И ПИРИШДИНОВЫМИ НУКЛЕОЗИДДМИ В КА-

. ЧЕСТВЕ ОСНОВНОГО ИСТОЧНИКА ПИТАНИЯ 

Различные группы бактерий вызывают с а ш е разнообраз
ные биохимические процессы в почве, оказывающие непосредс: 
венное влияние на продуктивность развития сельскохозяйст
венных растений. 

Среди разнообразных процессов, развивающихся в почве 
и обуславливающих ее плодородие, существенное значение 
имеет процесс минерализации нуклеиновых кислот (Н К ) , а 
также ииэкоыолекулярных пуриновых и пиримидиновых соедиие 
ний, как структурных компонентов НК. источниками НК почвы 
служат растения , микроорганизмы, а также, вносимые в поч
ву органические и гуминовые удобрения, из которых в п р о 
цессе разложения освобождаются и поступают в почву рибо-

и деэокснрибонуклеиновые кислоты и продукты их расщепле
ния ( I ) . 

В деградации ПК почв большая роль принадлежит микро
организмам, которые используют НК и продукты гидролиза НК 
для своей жизнедеятельное?-! . Однако, в настоящее время 
слабо изучена группа почвенных микроорганизмов, использу
ющих пуриновые и пиримидиновые нуклеозиды в качестве 
основных источников питания, несомненно, что эти микроор
ганизмы активно участвуют в круговороте углерода, а з о т а и 
фосфора в природе . 

Цепью настоящей работы явилось выяснение некоторых 
законоыерностей В' деления из почв микроорганизмов, способ
ных использовать продукты гидролиза НК - пуриновые и пири
мидиновые нуклеозиды в качестве основного источника пита
ния* 

М е х <Ьд в к а 
Первичным посевным материалом служили различные о б 

разцы почв, взятые в садах и парках города риги и ее окрест 
во ста! . ' л таква о тйрритовии Рижского Боташгчесмго сада,-



Пробы брались весной,- в начале лета и ооеньр. 
Выделение микроорганизмов проводилось методом накопи

тельных культур на основе синтетической среды А следующего 
состава (в процентах) : К 2ДК> 4 _ о , 2 7 ; кн ,ГО 4 - 0 , 1 3 * 

м в 5 0 , - 6 , 0 1 ; иаС1 - Р » 1 ; + Е е С 1 , - 0,001,г_ смеСь 
микроэлементов С Мп+ , 2п , е и + , сд* , м 0 о 4 ^ ю ^ — ) 

дистиллированная вода , рн среды - 7 , 0 - 7 , 2 - доводилось 
при помощи Яаон . К основе среды А добавляли нукдеозид-
аый компонент в концентрации 0 , 2 $ . В некоторых случаях, 
рассмотренных ниже, выделение микроорганизмов проводилось 
три добавлении к основе среды А дополнительного источника 
углерода в качестве которого использовались лимонная к и с 
лота ( 0 , 1 $ ) , глицерин ( 0 , 4 $ ) , взятые в совокупности. В к а 
честве плотных питательных сред использовались мясо-пентон-
ный арар (ММ) или среда А С добавлением 2$ а г а р а , обозна
чаемая далее как "твердая элективная среда*'. 

Среды, содержащие в качестве нуклеозидного компонента 
иридии, тимидин, аденозин - стерилизовались автоклавирова-
иием при 0 , 5 атм 20 минут. Стерилизация сред, содержащих 
цитидин, дезоксицитидин - пропусканием через мембранный 
бактериальный фильтр № 3 . 

Метод накопительных культур! 
Из взятых образцов почв готовилась водная суспензия 

из расчета 1/3 объема почвы на г / 3 объёма воды. 1-2 капли 
суспензии добавлялись в пробирки со средой. Объем среды в 
пробирке составлял 2 мл. пробирки инкубировались в термо
стате при температуре 28°С, Развитие микроорганизмов приво
дило к помутнению ореды,после чего Проводилось а - 3 последо
вательных пересева на жидкие среды того же с о с т а в а . Из 
последнего пересева проводили посмев на чашки Петри С МПА 
или твердой электривной средой. С чезек Петри отдельные 
колонии засевались на яйдкую среду первоначального с о с т а в а ; 
Чистота культур проверялась по колониям после высева на 
чашки петри с МПА, а такке микроскопически, рост накопи
тельных культурх в пробирках со средой определялся в и з у а л ь 
но и оценивался по 5-ба; лой системе. 



т 62 -
Схема выделения чистых культур 

I II III II/ V 

Г. г- жидкая элективная среда , . 
Ц - чашки Петри с полученными отдельными колониями, 

Ш - жидкая электривная среда ( з а с е в из одной колонии, 
проверка специфичности культуры) ; 

1У - проверка чистоты культуры; 
у - сохранение бактерий. 

Р е з у л ь т а т ы 

Из пяти образцов почв, служащих в качестве первичного 
посвенрго материала нами подучены накопительные и чистые 
к}льтуры бактерий, использующих пуриновые й пиридиновые 
нуклеозиды и дезоксирибовуклеоэиды в качестве основного 
источника питания, ( т а б л . I ) . при выделении микроорганиз

мов обнаружены некоторые' закономерности, зависящие от коя-^ 
кретной химической структуры гетероциклического соединения, 
входящего в питательную среду, и от наличия или отсутствия 

в среде дополнительного компонента углеродного питания, 
указанные факторы влияют на характер развития накопитателв-
ных культур и на их видовой с о с т а в . 

Все использованные среды с пуриновыми и пиримидиновы-
ми нукдеозидами позволяют выделить активные культуры, и с 
пользующие конкретный нуклеозид в качестве единственного 
источника углеродного и а зотного питания. Однако, как с л е -
доваао ожидать, добавление к элективной среде дополнитель-



С р е д а почвы , 
Среда А 4- I 

\ 

последовательных переее-1кулыуры (штри 
вах в накопительной культурами на МПА) 

С р е д а почвы , 
Среда А 4- I 

\ 

I I I ' I I I Г р у п 
п а * 

1 

1 

I 2. 3 4 5 ! 6 7 

I 
+ уридин 2 

? 
4 
5 

3 3 3 1 
3 4 4 
2 
3 4 5 
3 3 4 , 

! I ,25$ 

| { 2 10$ 

' 3 65$ 

+ Цитидин I 
2 
3 
4 
5 

4 4 4 ] 
3 4 4 \ 
3 3 4 * 
4 4 4 

| I 10$ 
> ! 2 20$ 

| 1. 70$ 
1 

+ аденозин I 
2 
3 
4 
5 

3 4 41 
4 4 4 
5 1 4 4 
3 4 4 
3 4 4 ; 

• I 0$ 
2 0$ 
3 100$ 

+гуанозин I 
2 
3 
4 

" 5 

4 4 4 ' 
4 4 4 
4 4 4 
3 3 3 
5 5 5 

I • 0$ 
2.' 0$ 
3 100$ 

продолжение таблицы см. на с т р . 60 

их 
м и 

Развитие определялось визуально по 5 бальной системе: 
(5 - очень высокое накопление биомассы); 
Описание каждой группы в т е к с т . 
йроцентуальное соотношение отличающихся адлониИ в нако
пительной культуре, взятой в совокупности по пять 
пробам 

Средний состав по группам. 
^ Таблица I 

развитие накопительных культур и их состав по группам, 
при выделении микроорганизмов на средах с различными • 

нуклеозидами 
( ч е р е з 62 часов культивирования) 



+ тиыидин л 
3 
3 
2 80$ 

+ дезокснцитидин л 

3 
4 

3 
4 15$ 

85$ 

+• уридин + итс.С I 5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 

_5_ 
100$ 

аденозин + йот.С I 
о 
3 
4 
5 

5 

5 
5 
5 

5 
5 
5 

100$ 

+ гуаноэин + кст .С I 
2 
3 
4 
5 

5 
5 
5 
5 
5 

5 

I 
5 
5 

100$ 

ного л ю ч к а углеродного питания ускоряет развитие бактерий 
в накопительных культурах и позволяло выделить к у л ь 
туры из всех образцов обследованных почв . 

Кэ накопительных культур, при помощи описанной методи
ки выделены чистые культуры, различающиеся по характеру 
колоний на МПА* 

Группа . I . Мелкие желтые или ярко желтые, блестящие, 
круглые выпуклые колонии с гладкими краями. 

Группа 2» колонии на МПА очень мелкие или средних р а з 
меров, круглые, выпуклые, слизистые с гладкой, блестящей 
поверхностью, белого , розового или кремового цвета . Харак
терно, что при продолжительном культивировании в лаборатории 
условиях наблюдается расщепление культур* Новые колонии в 



этом случае выглядят бугристыми, пастообразными, с рисун
чатой поверхностью и зубчатыми краями. 

Группа 3. Колонии средних и крупных размеров, с л и 
зистые. Края волнистые и гладкие . Цвет сероватый, з е л е 
новатый, желтоватый, полупрозрачные. Иногда выделяют з е -
лзный флуорисцирующий пигмент. 

Из т р е х г р у п п были отобраны по щеоть штаммов, с к о т о 
рыми проводились дальнейшие исследовании. При изучении 
физиологических и морфологических свойств по определителю 
Ьерджи отобранные бактерии из I группы наиболее близки 
К роду У ] ^ о Ъ а с 1 : г г 1 Л з 2 Группы - К МусоЪасЪег1ига и з 3 

группы - к Рзеийо-попавг На средах / содержащих пиримиди
новые рибонуклеозиды в качестве единственного источника 
органического питания выделяются микроорганизмы всех 3-х 
групп. Однако наиболее представлены микроорганизмы из 
группы 3. На аналогичных средах с пуриновыми нуклеозида-
ии не наблюдаются накапление и выделение микроорганиз
мов из групп I и 2 . Добавление к элективным- средам д о 
полнительных органических источников углерода способству
ет накоплению и выделению только микроорганизмов из груп
пы 3, независимо, гетероциклическим компонентом являлся 
пуриновый или пиримидиновые нуклеоэид. 

Проверенные микроорганизмы из рода г з ^ о Ъ а с г е г г и т 
И Ьл 'соЪасгегЪш не Могли использовать пуриновые и 
пиримидиновые нуклеозиды в качестве единственного источ
ника углеродного и азотного питания. Эти микроорганизмы 
выделяются в качестве сопроводительных культур специфи
ческих микроорганизмсь рода РзешЗо-попаз, которые хорошо 
развиваются на средах , содержащих конкретный нуклеоэид 
в качестве единственного источника углерода ь азота . Свой
ства микроорганизмов рода м у С оЪаспег1ищ нами описаны 
/ 2 / . Они, используя пиримидиновые основания в качестве о с 
новного субстрата , свое воздействие на пиримидиновые ну 
клеозиды в основном проявляют только после расщепления 
нуклеозидной с в я з и , что по видимому осуществляют микро
организмы рода Рзеиаотюпаз. , 

Таким образом выяснено, что среды,' как о пуриновыми/ 



так и с пиримидиновыыи нуклеозидами, способствуют накопле
нию микроорганизмов в случаях , . когда любой из нуклеозидов 
является единственным источником углеродного и азотного пи
тания , По ходу изучения чистых культур, полученных на с р е 
дах с пуриновыми и пиримидиновыыи рибо- и дезоксирибонуклео-
зидами ясно проявляются некоторые закономерности, во всех 
случаях, независимо рт конкретной химической структуры нук-
леозида в накопительных культурах доминирующими являются 
микроорганизмы рода Рвеифотовав. 

В ы в о д ы 

I . из различных образцов почв на средах, содержащих пурино
вые и пиримидиновые нуклеозиды, в качестве единственного 
источника углеродного и а з о т н о г о питания выделено 55 
штаммов микроорганизмов, принадлежащих к' родам Раепйошопа^ 
Г1ауоЬас*ег1ищ, ЫусоЪасЪег1\ага. 

г. На средах с пуриновыми и пиримидиНовыми нуклеозидами 
р дополнительным источником углеродного питания происходит 
преймуиествевное накопление микроорганизмов рода Р ъ е и Л о * , ^ 

Л и т е р а т у р а 

I . М-Н.БУрангулова. нукяеиновые кислоты почв, с б . 
Биология нуклеинового обмена у растении, изд . 
"Наука",. Ы., 1964, 5 2 . 

2г Ы .Я.Виюл. Некоторые физиологические свойства микобак-
терий, использующих природные пиримидиновые о с 
нования в качестве единственного источника орга
нического питания. В настоящем сборнике. 



С. Р. Вилке, Л. Я. Вулф 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПУРИНОВЫХ И ПИЩЩШЮШХ ОСНОВАНИЙ ~ 
1 НУПШЗИДОВ КАК ЕДИНСТВЕННОГО ИСТОЧНИКА АЗОТА ДРОЖЖЕЙ 

ЮДОВ Саой1аа и Тоги1орз1з 

Из органических соединений источниками а з о т а для 

црокжей могут служить не только аминокислоты, но и пурино
вые и пиримидиновые соединения. Ценность различных а з о 

тистых оснований и их нуклеозидов как источников азота 
;ля различных дрожжей.характеризуется большим разнообра
зием / I / . Более подробно спектр использования пуринов и 
шримидинов, их нуклеозидов и нуклеотидов и продуктов их 
возможного превращения исследован у видов Засспагошусев 

с е г е у 1 з 1 а е И Саш11<1а и П П а / 2 , 3 / . ИСТОЧНИКИ азота, 
з тош числе и пурины и пиримидины как показатели системати
ч е с к о г о положения дрожжей проверены у представителей родов 
Р 1 с М а , беЪагуошусез и ЗассЬагошусеа / 4 / • 

Более обширные исследования различных видов дрожжей 
по их способностям использовать пуриновые и пиримидиновые 
основания и их возможных продуктов катаболизма провели 
канадские исследователи Ьа Кие и Зрепсег / 5 / . В дальней
шем наши данные будут сопоставляться с результатами этих 
К т о р о в . 

В наших опытах проверялась способность дрожжей садсИйа 
я Тшги1орз1э использовать в качестве единственного и с 
точника а з о т а пурины: аденнн, гуанин, аденозин, гуанозин и 
пиримидины': цитозин, тимин, урацил, уридин, оротовую кислоту. 

Объекты и методика исследования 

Б"Ло исследовано ГО культур из рода СашИаа и 7 -
Г о г и 1 о р з 1 з . 

Для кулыиьигования дрожжей использовалась среда ридер^ 
е которой был заме:.сн с;-ль-ат аммония на соответствующее 
пуриновое ил.'. г.;;>::-.::*,1д>1новое соединения в количестве С,1$-

для аМсязчеюкя роста к среде добасляльсь смесь м::кро-



Список исследованных культур 

Название вида Откуда получена культу 

С а л а к а с1аиаеп11 ЬоДй е* .Кг . МГУ 
СапеИйа сгизе1 (А.Саз*) ВегкЬ. Институт микробиол. 

ЛССР 
_ II 

Саш11с1а шуоойегша (Неезз) Ьойс! еЪ.Кг. 
я 

СапйЫа рзеис1о1;гор1са1±з (СазЪ) Ваз§а1 
Сапахйа д р И И е г т о в а И (СазЪ) Ьоле ШШ ВКМ-У-916 
в*. 4ивгга 
Саш11аа гиеоза 625 (Лап* -.) 0 1 * . Институт МИКробиОЛ.АЦ 
е ! АзН*. ЛССР 
СапсИ.с1а вр . красноярск-9 Ин-т химии древесины АН 

ЛССР 
СапеИйа 1;гор1са11з СК-4 (СавЪ.) ВвгкКкрЩШСП 
ВегЗйи 
СапйНаа т П Ш а Ьойй.ег Кг. Институт микробиол.АК 

ЛССР • 
СагкИйа аеу1апр1йез (Саз ! ) Ьрп§ * 
Оиегга 

л 
Тоги1орз1е ^ЦеЪга'Ъа Ьоаа . еЪ йе \ /г1ез 

п 

Тоги1орэ1з по1ш11 Ьойдег 
Тоги1орз1з 1а.0'Ы8 - Сопс1епз1 Нашшег - " -

Тоги1орз18 1айа^а' 
II 

Тоги1орб1е 1псопзр1сиа Ьойй . Кг. 
Гоги1орв1з ] ^ и е Г а с 1 е п 5 5а±го огаИНШ ВКМ-У- 7*Й 

Тоги1орв1з Б1е11а1а (Кг . е* К г . ) Институт мккробиол.АН 
Ьоййег ЛССР 

элементов / 6 / и оМесь из шести витаминов группы в (биотин, 
инозит, паятатеневаа кислота, тиамин, никотиновая кислота, 
пиридоксин) / 7 / . 

Начальная величина РН среды - 4 , 5 - 5 , 5 . 

Таблица : 



Засевнь!! м а т е р и юы служила 4 3 - ч а е о в а я культура дрожжей 
выращенная на косой с у с л о а г а р е . Питательную среду заракали 
икропосевом по способу Е.Н.Одинцовой / 7 / , В каждом опыте 
ставили дьа контроля: I ) среда Ридер без источника а з о т а , 
„пш удостоверялись, что остальное составные части среды 
1в содерлсат примесей а з о г а , которые могяц бы обеспечить 
рост испытуемой культуры и что данные культуры не сроаобны 
фиксировать атмосферный а з о т , Надо отметить, чтс ни одна из 
культур в этой среде роста не д а в а л а ; 2 ) среда Ридер с 
аимониЯныы источником а з о т а , результаты сравнивались о 
ши контролем, 

В остальных пробирках опыта добавлялся в качестве ис-г 
гочпика а з о т а тот или иной пурин или пиримидин. 

дрожжи культивировались при + 2 7 ° С в стационарных у с 
ловиях в наклонном положении в пробирках (18x195 мм) С 

объемом питательной среды I мл. Длительность опыта 96 часов, 
О способности дрожжей размножаться в данной ореде судили 
ло оптической плотаостч кудтруы, определяя на фотоелектро-
калориметре ФЭК-56, используя синий фильтр № 4 . Перед оп
ределением плотности культура разбавлялась крановой водой 
1С р а з . 

р е з у л ь т а т ы и и х 
о б с у ж д е н и е 

На таблице 2 показан относительный рост дрожжей в 
градах с различными источниками а з о т а : за 100$ принимается 
№ т в среде с аммонийным источником а з о т а . 

Как видно из полученных данных, пуриновые и пиримиди-
Яивые соединения как единственный источник азота исследован
и и дрожжами родов с а ш и а а и тоги!орз1е используются 
чи-раэному и виды одного рода по этому признаку могут с и л ь 
но отличаться друг от д р у г а . К такому же выводу пришли и 
Ц йие и зрепйег / 5 / , проверяя способность 1 2 3 разных 
Шов дрожжей, в том чис;»е Ю видов рода Тоги1орз±з и 
:г! - рода Сапс113а 

Большинство исследованных дрожжей хорошо исаользуюг, 



как единственный источник азота , соединения с о свободной 
нн 2 группой - т . е . все исследованные пурины и пирими-
дкл-цитозин. З ю свидетельствует о широкой распростране
нии соответствующих дезаминаэ у разных видов дрожжей, кон
статированных у отдельных видов / 1 , 2 , 8 , 9 / . 

Аденин не используют только три из исследованных ви
дов -г СапсЦаа г и е о э а , Тоги1орз1з 1алаЪа И Т.а1;е11а1а, 
Очевидно, эти дрожжи имеют весьма ограниченный набор фер
ментов по отношению к исследованным пуринам и пиримидина^, 
они используют только гуанин, гуанозин и ц и т о з и н . Интерес
но , что из 15 видов СащИйа , проверенных канадскими 
исследователями, аденин не использовали 2 - с . Ъ г ю т р Щ 
И С .оигуага , С . Ъ г и т р ' Щ Н6 ИСПОЛЬЗОЕЗЛ НИ ОДНОГО ОС-
яовавия, с.сигуа-ьа использовал только ц и т о з и н . Из 10 ВИ
ДОВ Тоги1орз1а 1 0 Ж е два вида не использовали аденин -
неактивный т . р г о р е п ^ е в а е г ! > н е использовавший нк 
одного основания, и т . с о И 1 с и 1 о з а , исподьзовавший 
гуанин и цитозин. 

Остальными дрожжами аденин используется хорошо и час:ь 
дрожжей в среде с аденинои растет лучше, чем в контроль

ной среде , Дрожки, которые не усваивают азот аденина, ае 
могут использовать гакже йго нуклеоэид как источник азота . 
Саш11с1а с 1 а ц з е п И , С»рзеис1оЪгор1саЦэ И Т.по1т11 
используют только аденин, а не аденозин. 

Гуанин проверенными дрожжами Тоже используется хорошо 
За ИСКЛЮЧеНИбМ ТОЛЬКО ОДНОГО ВИДа - С . е 1 а и э е ц и . 

Гуанозин не способны использовать два вида - уже упо
мянутый С.о1аиаеп11 И Т.по1ш11 . ПО Ьа Кие в 
Зрепсег / 5 / , гуанин не использовался тремя дрожжами 
не способными использовать и аденин - с . ь г и т р * и , с . с т -
уаЪа, Т .угорел ь±е8Бег1. 

дрожжей, использующих нуклеоэид и не использующих 
соответствующего основания, с р е д и данной группы дрожжей Ш 
найдено, интенсивность роста дрожжей в среде с аденбзин 
существенно ве отличается от вариантов с аденином в сяу 
использования этих соединение. Гуанозин дрожжами 



Использование дрожжами родов Сап<иав и Тоги1ор81в 
пуриновых и пириыиДиновых оснований й их нукжеозидов 

в качестве единственного источника азота 

Д р о ж ж и 

Относительный рост дрожжей вря различных 
источниках азота в % 

О ю 
Ь Я , и м и 

§ 
«о 

№ П Н 

1 3 
. аивеаН 
, о г и в е ! 
. уоойегша 
. р8еи4сс1гбр1-

:аИе 

гидова 625 

; ^ , Красно-

Лгор1оа11в 

г.е1аЪга*а 

^>1поопвр1сиа 

100 10ч 0 0 О 
100 100 81 *3 122 
100 149 90 83 90 
1ии 1 7 о 73 42 

100 110 НО У? 124 

100 О 0 92 119 

100 92 79 100 100 

100 113 103 136 12 
100 96 96 92 79 
100 245 164 154 147 
[00 119 113 72 66 
[00 157 0 37 О 
[00 Ш 115 Ш 115 

Ц а с * 1 а - с о п < 1 е п в 1 К ) 0 80 79 79 79 

* . 1 * ш и [00 0 0 195 250 

| Ц 1 Ш в * а о 1 е п а Г00 74 84 78 95 

• Ш 1 а ъ « | 0 0 0 0 119 31 

О 
о 
о 

о 

о 

о 

о 

46 
42 
61 

О 
О 
о 

о 

о 

о 

0 107 28 
О 104 88 

44 О 
97 И 9 

136 О 
79 41 

О 82 76 
О 51 О 

О 50 О 
О 142 О 

О 
О 

О 107 100 81 27 

О 100 О О О 

О 43 О О О 

О 100 92 95 59 

28 О 
О 26 
О О 
О 35 
О О 
О 22 

О 22 
О О 
О О 
О 0 , 

Таблица 2 
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используется лучше, чем гуанин. 
Пиримидин со свободной т 0 группой - цитозин ис

пользуется всеми исследованными дрожжами, но в большинсш 
случаев менее и н т е № : а н о , чем пурины. Среди видов дрожи!, 
проверенных ьа з и е и зрепсег цитозин не исподьэозд 
с я 3 видами с а п а ы а и з - тогиХор?1в 

Использовать урацил и е г о производные как е д и н с т в а м 
источник а з о т а могут только те дрожжи, которые способна й! 
или иным путем расщеплять пиримидиновые кольцо. Окаэываега 
что эта способность у исследованных дрожжей довольно ог;л-
кичена. из 17 дрожжей рода ецшаш и тоги1орз15 юдьи 
7 осуществляй! расщепление урацила. эта согласуется с лиг 
ратурными данными / 5 / , где из 25 видов урацил использует 9, 
Способность использовать уридин у данной группы дрожжей ад 
с л а б е е . Это соединение используется только Сап<ш& раем-

йоггор1са11э , С.бр. Красноярск-9 , С.Ъгор1са11з ОН-4. 
Очевидно, нуклеозидаэа уридина, наиденная картером (1951) 
у перкарских дрожжей ( ц я т . по I ) имеется не у всех родов 
и видов дрожжей. 

В с р е д е с оротовой кислотой как единственным источни
ком а зота слабый р о с т давали те дрожжи, которые использова
ли урацил, за исключением СапсШа ггор1оа118 ск-4« 
дрожжей, использующих оротовую кислоту и не использующих 
урацил, не была, слабый рост в среде с оротовой кислою;! 
давал и вид сапсиаа ы ш э , холя по литературным 
данным / 3 / этот вид оротовую кислоту использовать не спо
собен. 

Тимин как единственный источник азота не использовал
ся ни одним видом исследовании* дрожжей родов с а ш ц а а ;! 

Тоги1орз±з . цо данным канадских нсследовагелей в сред? 
С ТИМИНОМ ХОРОШИЙ рОСТ давали ДрОГКИ Салй1йа ЬокаНвпвХ-
Это свидетельствует о том, что способность дрожжей родок 
с а п о г а ж 1огиЮрз1з использовать тицнн ограничена. 

Интересно отметить, ч т о некоторые из проверенных 
Дрожжей Обяадаиг ПОЛНЫМ ( С а л а к а Ъгор1са11з СК-4, СГар. 
КраНОЯрСК-9) ИЛИ П0ЛЧ1И ПОЛНЫМ ( СапЛЛа рзоийоггор1-

С . и - Ц Ц з , Тоги1орв1в й ^ Ъ г а ! » , Т.1ас опар1оца, 
Т . 1 а й 1 1 з - с о п й е п з 1 ), 



\ ирои ферментов для получения азота из исследованных 
[ пновых и пириыидиновых соединений. У других, наобо-
[ , соответствующих ферментов мало - например, 
) Сап41йа о1аивеп11, С . г и т о в а , ТогцД.ора18 Ьо1ш11, 

Хапала, Т. з1е11а+.а. 

В ы в о д а 

I Способность использовать в качестве единственного источ
ника азота пуриновые и пиримидиновые основания и их 
нуклеозиды у видов родов сапсиаа и а'оги1орз1а силь
но варьирует. 

I хорошим источником азота являются те пуриновые и пири
мидиновые основания и их нуклеозиды, которые имеют сво
бодную ш 2 группу, Эти соединения с некоторыми искл*ь 
чейиями используются всеми исследованными дрожжами, 

! Пуриновые и Пиримидиновые соединения, которые имеют азот 
только в пиримидйновом кольце, Исследованными Дрожжами 

РОДОВ СашШа И Э2оги1ор81а ИСПОЯЬЗОВадиСЬ хуже. 
Урацил использовался 7 видами, уридий - 3 , оротовая 
кислота б видами проверенных дрожеей, Тимйн исследован
ными дрожжами не попользовался. 
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С.Р.Билкс, М.Я.Витол, й.М.Цурлаура 

РАСПРОСТРАНЕНИЕ В ПРИРОДНЫХ СУБСТРАТАХ ТИМИН ИОЦОЛЬЗУЩИХ 
ДРОЖЖЕЙ И ИХ МЕТАБОЛИТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 

Известно, что пуриновые и пиримидиновые основания 
нуклеиновых кислот могут служить хорошим источником азота , 
обеспечивающим нормальное развитие дрожжей / 1 , г , 3 , 4 / , 

тими авторами также отмечено, что способность использоч 
зать разные основания различными видами дрожжей, варьирует. 
ак, проверяя способность 59 музейных культур дрожжей 

юпользовать пуриновые и пиримидиновые соединения, конота-
1'ировано, что большинство дрожжей используют аденин ( 9 5 $ ) , 
гуанин (87$) и цитозин (93$) , 58$ способны использовать 
.рацил, но тимин не использовала ни одаа из проверенных 
культур / 4 / . Эти наши данные согласуется с данными канад
ских исследователей Ьа Ние, Зрепоег (1968) / 3 / , кото-
•ые при проверке 1 2 3 видов дрожжей, получили сходные ре
зультаты, только 13 видов / П $ / оказались способными ис
пользовать тимин как источник азота , э т о свидетельствует 
о том, что только ограниченное число дрожжей способны рас-

еплять кольцо тимина и использовать его как единственный 
источник азотного питания. Но несмотря на это, мы предпо-» 
г.лгаем, что в природе довольно часто встречаются дрожжи, 
способные использовать тимин. 

Настоящая работа посвящена изучению этих дрожжей и 
установлению катаболического пути расщепления тимина. В 
чтературе нам не удалось на^ти сведений о том, каким путем 
происходит расщепление тимина в дрожжах, хотя исследованию 
катаболизма остальных природных пириыидиновых соединений 
посвящены работы нескольких авторов / 2 , 5 , 6 / * 

м е т о д ы 

«ля выделения дрожжей применялся метод накопительных 
культур. Использовалась элективная среда следующего соста
ва: КН 2Р0 4 - 0 , 1 $ } м в 5 0 . . 7 Н 2 0 * 0 , 0 1 $ ; ? е 5 0 4 . 2 Н О 
- о ,ог$; сазо .2Н о ' ° » 0 1 $ ' С ^ Р 0 3 3 * ю$» дроиевой 

4 * 2 



автодизат - 0 ,01$ , тишш - 0 , 1 $ . рН среды 5 , 0 . 
Для освобождения от посторонней микрофлоры и выделения 
чистой культуры дрожжей, способной использовать гимин 
как единственный источник а з о т а , пересев накопительной 
культуры в е л с я по следующей схеме: 

пробирка с элективной средой 
I 

там же 
I 

там же 

чашка петри с сусло агаром 

пробирка с элективной средой 

чашка Петри с сусло агаром 

пробирка с сусло агаром 
Для определения полученных чистых культур использова

лась методика, описанная в определителе дрожжей Ъоайег, 

Кхевет УВП / 7 / , для исследования динамики роста 
дрожжей использовалась среда Ридер / 8 / и среда Ридер, где 
неорганический источник а зота замещен на тиыин в концентра
ции 0 , 1 $ . Дрожжи культивировались при 27° в условиях прину
дительной аэрации на качалах при ЮО об/мин. (колбы емкосты) 
300 ил содержащие по 50 мл среды) , через каждые 12 часов 
определялся прирост биомассы нефелометрически, изменения 
рН среды потенциометром и химические изменения пиримидино
вых соединений в среде с тимином по раннее описанной мето 
дике / 9 / . 

Р е з у л ь т а т ы 
Методом накопительных культур из разных природных суб

стратов - почвы, водоемов и эпифитной микрофлоры растений -
выделено 12 штаммов дрожжей, способных использовать тимин 
как единственный источник азота ( т а б л . I ) . 

Все выделенные дрожжи пигментированы в красный цвет, 
огтенок которой у некоторых штаммов огличаетсл. на сусло 
агаре все ш т а и ^ образует красные, слизистые колонии с 



Таблица. I 
Список выделенных штаммов дрожжей 

Ш обозначение 
штаммов С у б с т р а т 

! • Ту ПЛОДЫ НХррорЬае гЬашио1аеэ 

2* Тд Суаои1а ,)ароп1са 

3 ' 1д ЗогЬиз юе.1апоОагра 

4« А!а1из с1отев1;1са 

5» Т 6 ЦвеТЫ Я г е р 1 з ра1гШоаа 

6» Т | почва -окультуренная 

9. Т 5 песчаяная 
Ю» Тд " огородная 
I I . Т2 Граьень, мелкий 
12- Ьода Кишозера 

ровными краями, в жидкой среде растет на поверхности, обра
зуя тонкую пленку и осадок. Клетки овальные или округлые, 
размеры у разных штаммов варьирует в пределах ( 3 , 6 - 8 , 3 ) X 
( 3 , 2 - 4 , 8 ) мк. Размножаются почкованием, спор не образуют, 
развивается аэробно, глюкозу не сбраживают. Ассимилируют 
глюкозу, Мальтозу, сахарозу, г алактозу . По способности и с 
пользовать лактозу разные штаммы отличаются: , Т 5 , 1 б , 
7 ? , Т 9 > Т 1 0 - не ассимилярую* лактозу, ? 4 , Т п , Т-^ -
ассимилируют слабо, но Т 2 , Т 3 * т$ на среде с лактозой 
растут хорошо* 

Но упомянутые отличия штаммов не имеют видового з н а ч е 
ния И ПО определителю Ь о а а е г , Кхеце? май ЙП^ в с е 

ОТНОСЯТСЯ К ВИДУ НЪойоЪуги1аЗ е 1 и г т 1 з ( Г г е в } Я а г г 1 з о п , У 

всех штаммов так же обнаружено выделение слизистых капсул, 
наличие которых является характерной чертой Юкзао*от1а 

б1тз1;1п1з (Ггеа) Нагг1за.п. ( 1 0 / 
Полученные данные, во-первых, свидетельствуют о том, 

что дрожжи кйоаоЪогтЯа е 1 и « а 1 з широко распространен
ны, в природе в разных субстратах , что согласуется с д*те -



ратурнывд данными,дрожжи в н . в 1 и и п 1 э найдены а разных 
почвах и а фекалиях животных / I I / , на плодах и в сыетаяе 
к простакваше / 1 2 / , ь водоемах /15/, на кеке людей / 1 4 / . 

Ео-вюрах, все выделенные дрожжи, использующие тимин 
принадлежа! к одному виду - н ь . е З и ъ ц и в - з ю свидетель
ствует о том, что способность активно использовать тимин, 
присуща только ограниченному числу видов дрожжей и являет
ся характерным свойством штаммов дрожжей Н п . ^ и - Ы г ^ в , 
встречающихся в природных субстратах. 

Интенсивность роста на среде с тимином как единствен
ным источником азота у разных штаммов разная и все выделен
ные штаммы можно разделить на две группы: 

I - штаммы, интенсивно развивающиеся на среде с тими
ном, у которых 1<>8 Период в выше указанных усло
виях начинается через 36 часов - 1^ , Т 2 , Т? , 

Ч • Т 1 2 4 

II - штаммы, развивающиеся менее интенсивно - 1ов 
период начинается через $0 часов - Т3 , Т^ , Т^ < 
Т 8 ' Т 9 ' т 1 0 » Т П ' 

Так как кривые отдельных штаммов этих групп и .кривые 
роста всех штаммов на среде Ридер с аммонийным источником 
азота отличаются незначительно, на графике I отражено раз
витие некоторых характерных штаммов дрожжей * 

Сравнивая кривые роста на средах е ( м$ 2 з о 4 и тими
ном, видно, что лаг-гпериод на средах с тимином во всех 
случаях длиннее, чем с аммонийным источником азота , это 
может служить доказательством, что ферменты, необходимые 
для использования гимина Принадлежат к индуцируемым фермен
там. 

Для детального изучения катаболизма тнмина дрожжами 
использовался штамм Применяемая методика и результаты 
описаны в предыдущей работе / 9 / . Было доказано, что ката
болизм тимина начинается постепенным окислением метиловой 
группы я образованием промежуточных продуктов 5-оксйметил-
урацила я урация-5-карбововоь кислоты. Б настоящее время 
вами пожучены даценз, что катаболизм тнмина всеми осталь-



График I 

Р О С Т ДИКИХ штаммов Дрожжей ННоао*от1а §1иг1п1в 
на среде с тимином как единственный источником 

азота 

24 36 48 60 72. 34 

К - рост Штамма на среде с ( и н 4 ) 2 з о 4 

1 - рост штамма на среде с тимином 
2 - рост штамма на среде с тимином 

ными штаммами нк.йЗ-и^гав осуществляется идентично. 
При развитии всех штаммов на среде с тимином в качестве 
единственного источника азота, констатировано накопление 
в культуральной жидкости 5-океиметилурадида и урацид-5-кар-
Ооновсл кислоты. 

Высказанная в предыдущей работе возможность дальней
шего декарбоксилирования ура.цид-5-карбоновой кислоты с о б 
разованием урацила, доказана, используя суспензии отмытых 
клеток, д р о к м выращивались на среде с хинином как един
ственным источником азота, отмытая суспензия клеток инку
бировалась в урацил-5-карбоновой кислотой. На хромггограм-
мах инкубата обнаружено два УФ лучей поглащающих пятна 
А^ - остаток урацил-5-карбоновой кислоты и соединения А^, 
которое идентифицировано как урацил. 

Таким образом катаболизм гимина к ь . в Г и и ^ э осущесх-
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вдается по следующей схеме; 

0 ^ 

О О 

А с * 

(Г 
тимин 

СНгОН 

Н 

5-оксимвтял 
урацил 

О 

С Р О Н до 

урацил-5-
. карбоновая 

кислота 

о 

А 

Й 

урацил 

В ы в о д ы 

1 . ДРОЖЖИ Нь.ойо-Ьоги1а в1и*1п1а ( Г г е з ) Нагг1зоп широко 
распространены в разных природных субстратах» 

2 . эти дрожжи хорошо используют тимин как единственный и с 
точник азотного питания я катаболизм его осуществляется 
по новому пути через стадию урацила. 
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О.д.Мияьштейн, С.р.Вилке, д .Я. Карпле 

ХАРАКТЕР УТИЛИЗАЦИИ ДРОЖЖАМИ -Сапа1аа 1 1 1 1 1 1 3 АДЕНИНА 
И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В КАЧЕСТВЕ ЕДИНСТВЕННОГО 

ИСТОЧНИКА АЗОТА 

Некоторые дрожки могут И С П О В Ь З О Е А Г Ь производные нук
леиновых кислот в качестве единственного источника азота 
/ 1 , 5 , 6 / . При этом в окружающей среде растущих дрожкей 
происходят процессы катаболизма, а с другой стороны утили
зация введенного соединения. 

Одновременное исследование деталей а особенностей ис
пользования дрожжами азотистых оснований практически не 
освещено в литературе. 

В настоящем сообщении представлены данные об особеннос
тях использования аденина и его производных дрожжами Сап-
(И.аа и*111з . 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 

В работе были использованы дрожжи сапсИаа ц ц и а , 
не нуждающиеся в источниках витаминов, АЙЯ культивирования 
дрожжей использовалась Среда Ридер. при использовании а з о 
тистые оснований в качестве единственного источника азота 
они вводились в среду вместо ( н н 4 ) 2 5 0 4 в количестве 0 , 1 $ . 
Засввныы материалом служила 48 часовая культура дрожжей, 
выращенных на косом сусло-агаре» В питательную среду вноси
ли 0 , 2 мл дрожжевой суспензии ( о , 2 единицы оптическое плот
ности по ФЗКу). 

В качестве единственных Источников азота были исполь
зованы аденин, гипоксантин, ксантин, мочевая кислота, 
аденозин, АТФ, АДФ, АИФ. 

Полученные результаты сравнивались с данныыы, получен
ными на средах ( н н 4 ) 2 5 о 4 » 0 способности дрожжей размно
жаться в данной среде судиям по оптической плотности культу
ры, определяемой ФЭК М-5б« 

Превращение в среде введенных соединений исследовали 
методом бумажной хроматографии. Экстракцию внутриклеточных 



свободных оснований, нуклеозидов и нуклеотидов проводили 
согласно описанный методам / 2 , 6 / , Экстрагированные основа
ния и нуклеозиды идентифицировали методом бумажной хрома
тографии, нуклеотиды - на анионите Ооиех 1x10 ( 2 0 0 -
400 ыеш ) , применяя элюирущие растворы по ВехЕк\г1а^ /3/^* 

Об утилизации пуриновых соединений из культуральной рреды ' 
судили также по изменению оптической плотнооти при длине 
волны, соответствующей максимуму адсорбции искомого с о е 
динения, использованные соединения ( Неапа1 ) за исклю
чением А1й, были хроматографически чистые. АШ> содержал 
следы аденина и аденозина . 

Р е з у л ь т а т ы и и х 
о б с у ж д е н и е 

При введении в среду в качестве единственного источ
ника а з о т а аденозина, аденина, гипоксантина, ксактина, 
мочевой кислоты было обнаружено, что дрожжи одинаково х о 
рошо растут в этих условиях. 

3 этих условиях был отмечзн незначительный рост Оашпаа 
и и н а на среде о Однако в э ю м случае нельзя 
ИСКЛЮЧИТЬ влияние аденина и аденозина, которые обнаружива
лись в исходном соединении, не наблюдалось никакого роста 
дрожжей при использовании в качестве источника а зота АТФ 
и АД<$. Введенные соединения катаболиэироваЛись по триви
альной схеме* Б го же время надо отметить, ч-то нам не уда 
лось обнаружить метаболитов чсех этапов катаболизма адени
на. В таблице № I приведены данные хроматографического и с 
следования сред культивирования. Данные соответствуют концу 
экспоненциальной фазы роста дрожжей. 

На рисунке 2 отражена интенсивность убыла аденина из 
среды, в которой растут дрожжи са -кнаа и-ыяхКах видно ЙЭ 

рисунка ыгясиыаяьная утилизация аденина совпадала с перио
дом интенсивного роста дрожжей. 



динамика изменения биомассы 
— . - динамика изменения рц куяьтур.альной среды 

при использований в качестве единственного 
источника 

1 аденина 4 молевой кислоты 
2 гивоксантяна ь аденозина 
3 ксаатнна 6 кШ 



Таблица I 

Катаболизм аденина и его производных 

ИСТОЧНИКИ Адено- Аденин Гипо- Коан- ыоче-
азота выя ксан- тин «ал 
— тин кис-

дота 

Аденин 
Гипоксантин 
Ксаитмн 
Ночевал кислота 
Аллавтоин 
Мочевина 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

х - продукты катаболизма мочевой кислоты обнаруживались 
дниь в начальный период культивирования. 

изменения лплапааниа аденина в среде при развития 

Ж Щ ЦГ~9б 1го чэ.сы 

динамика изменений у яецреиавуЗквованных 
дрожжей. 

- д - Динамика изменений у преннкубированнмх 
дрожжей. 

рис, 2 



При росте в згой же среде дрожжей,преинкубированных 
с аденинон убыдь его из среды была более выражена. 

Образующийся при этом гипоксантин исчезает из среды 
в течение экспоненциальной фазы развития дрожжей сапа±аа 

развитие преинкубированных о аденинон дрожжей приво
дит к меньшему накоплению гипоксантина в среде , эти данные 
совместно с результатами изменения концентрации аденина 
в среде позволяют сделать препояожение, Что преинкубирован-
ные б адешной дрожжи интенсивней аккумулируют, а выращен
ные б е з преинкубирования интенсивней катаболизируют вво
димый аденин. 

Рис. 3 
Изменение гипоксантина в среде с развивающимися 
С а ш Ш а и и Н а на среде с аденинон, как источ

ником азота 

48 $6 /2о часы 

изменение в среде с преинкубированными 
Дрожжами 

- а - йзыеления, вызванные непреинкубированными 
дрожками 



Р И С . 4 

Динамика использования сашнаа « 1 : 1 4 в гйпоксавтина 
и ксантина 

ю 

8 

Ь 

ч 

г 

1 1 Г ! 1 
24 чз &ь о ч$сы 

- . - изменение, содержания в среде здпоксДедна 
- х г- изменения содержания ксантина 
- а - изменение содержания мочевой кислоты 

В то же время различие в, количестве накапливаемого 
гипокеантина может заключаться в различной кнтеи.:иввосгн 
поглощения клетками образовавшегося соединения, В связи с 
этим следует отметить, что нам не удалось обнаружить одив 
из Конечных продуктов катаболизма аденина - мочевую киолоту. 
Эти данные свидетельствуют о том, что катабояизм гипокеан
тина происходит иятрацелдюяярно. 

Вводимые в качестве единственного источника азота 
гипоксантин и ксантин исчезали ий среды после некоторого 
лаг-периода (рис . 4 ) . 

В результате катаболизма ксантина в среде обнаружилась 
мочевая кислота и в конце экспоненциальной фазы обнаружива
лась мочевина. 

Мочевая кислота как единственный источник азота интен
сивно используется и без лаг-периода ( р и с 5)д 



Рис. 5 

Утилизация Сашина и-ыэлв мочевой кислоты, использован
ной в н а ч е т е источника Ы 

Т л ' ; г 
Щ *# щ' ,М /га Vзсы 

Продукт катаболизма в среде обнаруживается лишь в на
чальный период роста дрожжей. 

В дрожжевых клетках, растущих на адевине, в течение 
всего срока наолодения обнаруживалось это соединение. 

максимум его накопления совпадал с наиболее интенсив-
вол утилизацией аденина из среды ( р и с . 6 ) . 

Одновременно о адэнином в клетках дрожжей обнаружи
вался гипоксантин, количество которого практически не из
менялось в течение врвмени наблюдений. 

Необходимо отметать, что в клеточном экстракте дрожжей, 
выращенных на среде с м н 4 + свободные основания не обнару
живались, одним из возможных путей участия аденина в био
синтеза ауклеотядов является его Превращение по следующей 
схеме: 

аденин — гипоксантин < Г 
^ № 

или непосредственное присоединение рийозИ - 5-фаофат при 
участии риОозияпирофосфорияазы. В любом случае экзогенный 
адевив'оказывает влияние на количественешз к качественный 
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Изменение внутриклеточного содержания аденина ж гкпоксан-
хииа у СашИси. и*111з растущей на среде о аденаном 

в качестве йот очника кг. 

(2.о НйСЫ 

- - динамика изменения гйпоксавтина 
динамика изменения аденина 

состач нуклеогидного1 пула культивируемых дрожжей. 
Фонд свободных или кислохораотворимых нуклеотидов 

выращенных на аде вине, как единственном 
исю"".чкв азота , ш л о отличался от такого у Дрожжей, выра
щенных на ( Щ | ) 2 3 0 4 / 4 / . 

Дрожжи, выращенные на аденнне н цреиакубированные о 
ним, содержа! в два раза больие ионофоофорияйрованных нук
леотидов ( 6 , 1 Ш/ит с в е с а ) . Среди монофосфорилкрованных 
нуклеотидов основной удельный веб занимают ПВ> * 1 ,7 мМ/мг 
с в . , А1б - 1 ,3 ыМ/ыг С В . и Ц1Й - 0 , 6 мц/мг с в . У дрожжг' 
проинкубированных с аденииом яаметао снижается количество 
трансформированных нукйвегидов. 



в ы в о д и 

I , дрожжи оашиаа V I * Ш в интенсивно растут на средах, 
содержащих в качестве единственного источника азота 
аденозин, аденин, гипоксантин, к о а н т и я . ш используется 
плохо, АД$ и АТФ - не используются* 

3»В среде культивирования не обнаружены конечные продукты 
катаболизма аденина и гипоксантина, 

3* Аденин и гипоксантин во время культивирования обнаружи
вается в дрожжевых клетках* При этом Внутриклеточная 
концентрация гипоксантина не изменяется. 

4» У дрожжей Сашиаа и и и а выращенных на аденияе преоб
ладают ыонофоофорилированные нуклеотиды, в том числе: 
Ш , ТШ и ЩВ. 
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Ы.Я.ВИТОД, *.'Х.Г*йвуляиВа1 

. Н.Ю.Маркеяова, й.Б.Ленинская 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РНК ОПОРООБРАЗУВДЫ 
НШР0ОРГАНИЗМ0Ы ВавШав виЪШ±з 

Расщепление высокомолекулярных нуклеиновых кислот й 
основном изучено при помоги очищенных и выделенных фермев* 
тов / I / , однако очень мало уделено внимание вопросу исполь
зования и превращения нуклеиновых кислот под влиянием раз 
вивающихся микроорганизмов» разложение нуклеиновых кислот 
под Влиянием микроорганизмов осуществляется в природных 
субстратах,как например*в водных бассейнах и в почве. В 
настоящей работе исследовно использование Р ш снорообразу-
ющим микроорганизмом В а с . з и Ъ - ь Ш э > а такжй изучено.. 

дяйа в культуральной жидкости при развитии бактерий 
на оредах содержащих РНК. 

М а т е р и а л и м е т о д ы 

Исследования проводили о музейной культурой вас. 
зиЬ-ыив 1 з к, У которого ранее была обнаружена вне
клеточная нуклеаэная активность. / 2 / . 

Выращивание микроорганизмов осуществляли на оонове 
среды следующего состава (в процентах): 

М83О 4.7Н 20 - 0,003 
1'еС1 3 - 0,001 
Глицерин - 0,4 

Янтарная кислота - 0,2 
дрожжевой автойизат - 0,01 
(можно заменить смесью микроэлементов) 

К основе добавляли РНК* пуривовое или пиримидиновое 
производное, ( * ш 4 ) 2 3 0 4 и л и ; ^ 2 Р О 4 в зйвиоймоота от целей 
опыта. рН доводилась при помощи Иаой до 7 , 2 . РЕК* пури-
новое или пиримидиновое производное добавляли г, стериль
ной среде, после чего среду доводили до кипения, выращива
ние микроорганизмов, определение рБ Среды, биомассы, выделен 
ние и определение химической структуры соединений осущест-
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вляяи по описанной методике / 3 / . Количество РНК в среде 
определяли при помощи метода бумажной хроматографии в 
системе нэопропанол-вода в сооотношении 7 : 3 . Нуклеиновая 
Кислота, которая после хроматографического разгона остает
ся на старте, елюнровалась водой и пересчет на колвчеотво 
РНК проводялоя по стандартной кривой, учитывая абсорбцию 
при 262 ммк в щелочной среде , зксграцелюлярная нуклеазаая 
активность проверялась по методу Джеффрисав Модификации 
Юсуповой / 2 , 4 / . 

на простых синтетических средах с неорганическим ИСТОЧНИКОМ 

азотного питания* При замене в синтетической среде ( Д ^ ) а 5 0 , 
на высокомолекулярную РНК, служащей в качестве единственно
го источника азотного питания, развитие культуры обеспечи
вается (рис . I ) . 

Использование РНК Ь качестве едияотвенного источника азота 
и изменение концентраций соединений в среде 

Р е з у л ь т а т ы 
о б с у ж д е н и е 

Вао,а\иМ111в об лад обладает способностью развиваться 

и и X 

Рис.- I 

•I •Ч 
V 1 

г з а-

врет АСУТХАХ 

* К Й 2 Р О 4 0 , 1 * + РНК 0 , 5 * 

3 урацил 
4 гипоксантин 

5 ксантин 

среда: Основа среды * 
X Биомасса 

2 РНК 



Также с успехом можно заменять неорганический источник 
фосфорного питания - к н 2 Р 0 4 на РНК, В свяэж с тем, что 
нами применялась твательно очищенная и проверенная РНК, 
уже по данная развития в а с . э и М Ш в ва выше указанны! 
средах,можно сделать заключение, что этог микроорганизмн . 

аффективно используют РНК в качестве единственно
го источника азотного либо фосфорного питания, д л я исполь
зования рнк в качестве основных источников питания необ
ходимо осуществить сначала расяеплеаив втого соединения 
до явзкомолекуяярных производных. Известно, Что в первую 
очередь свой действие на рнк должны проявить рибонуклеаза. 
В Казанском государственной университете было установлено, 
что при выращивании на сложной среде Е а е . в и Ы Ш я 13 К 
обладает РНК-аэной акгнвноотью /ц• Как н следовало оки-
дать ('пс данным наших физиологических экспериментов, микро
организм обладает также рщ-азнои активностью при выращи
вании на простых синтетических средах (табл. I ) . 

?ис$ 2 
развите бактерий на полной минеральной среде, расщепление 

РНК и накопленне продуктов расщепления 



Таблица I 

РНК-азиав активность в а е . з и ь г ш в 

Состав среда Зона деполимеризаций 
РЖ С в им) 

ЫПА 
РНК в качестве источника азота 
РНК в качестве источника фосфора 
РНК как 'фон 

1 .5 - 2 , 0 
0 , 3 * 0 , 4 
1,0 - 1 ,5 

0 ,3 
(основа среды + ^ з о 4 - 0 , 1 * + 
+ К Н 2 Р 0 4 - 0 | I * + РНК " 0, 5*) 

В наших опытах установлено, что развитие микроорганизмов на IV. 
содержаниях средах сопровождается уменьшением его количества. 
При наступлении отгщионарной фазы РНК Практически в среде 
отоутсТвует (рис» I , рис. 2)» Во время использования РНК 
отмечено накопление в куйьтуральног. жидкости новых соедине
ний А̂ -> А2 ( А3 , А^ обладающих способностью поглощать в 
ближнем У$-области спектра. Соединение А-̂  является урацй-
дом, А 2 « гипексантином, Ад - ксантином, А^ - вденоэинмоно-
фосфатом (табл« 3)» 

Использование АМ$ в качестве единственного источника азота 

Среда: основа среды + Ш - 0 , 1 * + КН2РОф - 0 , 1 * 

Рис.1 3 

и Динамика соединений в среде 

I 
с 

Биомасса 
А1Й 

3 
4 

Аденозин 
Гипоксантин 

5 Аденин 



При количественном изучении накопления низкомоявку-
дярных пуриновых и пиримидиновых соединений установлено, 
что при расщеплнии рнк в более высоких концентрациях накап
ливается только гипоксантин и урацил. принципиальной разни
цы между накоплением низкоыолекуляркых соединений пурина и . 
пиримидина при использовании РНК в качестве единственного 
источника азотного либо фосфорного питания нами не отмече
но. В случае развития микроорганизмов в среде» которая 
полностью обеспечивает развитие микроорганймэов, при добав
лении РЕК такте происходит ее расщепление. Б отличии о* 
случаев, когда РНК служит в качестве единственного иаточяи-
ка азотного либо фосфорного источника питания» в среде на
капливается также аденозимнонофосфат, а ..о расщепление р$Ш 
более сдвинуто к стационарной фазе разбития культуры. 

Рио. 4 

Использование У1й в качестве единственного источника фоо-
форе и динамика соединевий 

{ООО ^8Щ&4ф 4 юой 

2. з 4 

время в сутках 

Среда: Основа среды + У$ -0,1$ + " °»# 
1 биомасса 3 урвдин 
2 уш 4 урацил 

Как и следовело ожидать З ^ с ьиЫ № хорошо использует 
пуриновые и пиримидиновые хухлеотиды в качестве основных 
источников питания ( р и с . 3 - , р и с . 4 ) . 



При этом АШ> может быть использован либо в качестве 
источника азотного, либо фосфорного питания, однако уря-
ди/овая кислота может использоваться только в качестве 
источника фосфорного питания, учитывая, что основным про
дуктом, накапливающимся при использовании АМ§ является 
гипоксантин, можно сделать вывод, что свою потребность в 
качестве азота при развитии на А4й содержащих средах бак
терии удовлетворяют за счет свободной аминогруппы аденино-
вого цикла, поскольку в уридияогой кислоте свободная ами
ногруппа отсутствует, она не используется в качестве источ
ника азотного питания и в среде какапливается урацил. 

Как видно из рис . 3 и 4 Ва-<2, обладает выра
женной дефосфорилазной и нуКдеазидазной активностью, это 
обясняёт, почему в случае расщепления высокомолекулярной 
РНК в значительных количествах в ореде не наблюдается н а 
копления нуклеотидов и нуклеоэидов. 

в ы в о д ы 

1. в а с . в и Ы Ш в ( выделяющий экстрацеллюлпрнуг РНК-азу 
использует РНК в качестве единственного источника фос

форного или азотного истояика питания. 

2 . Во время развитая бактерий на РНК содержащих средах 
наблюдается накопление низкомолекулярных пуриновых и 
пиримндиновых соединений. 
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В Д с Вольский, Л.Ф. Максимова, М. Я. Вйтол, А. А.Ласмане 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ АЛЕКЙНОВиХ НУКЛЕОТИДОВ НЕКОТОШМИ ПОЧВЕННЫМИ 
ВИКР0ООРГАНИЗМА1Ш В КАЧЕСТВЕ ОСНОВНЫХ ИСТОЧНИКОВ ПИТАНИЯ 

В отличии от пиримидияовых соединения использование 
микроорганизмами пуриновых производных, а именно аденино-
вых нуклеотидов в качестве основных источников питания мало 
изучено. 

Мы поставили перед собой бледуюзие задачи: 
I ,Изучить возможность применения метода реплик для предвариталж-

ного отбора микроорганизмов, использующих адениновые нуклео-
тиды. 
2. Выяснить распространение способности среди различных 
почвенных микроорганизмов'использовать адениновые нуклеоти-
дн в качестве источников азотного либо фосфорного питания. 

Для получения предварительных данных о распростране
нии свойств использования адеаиновых нуклеотидов среди р а з 
личных групп почвенных микроорганизмов (бактерий, грибов, 
акгиномицстов) не требущих для своего развития сложных пи
тательных сред, мы применяли метод реплик. 

Выделение почвенных микроорганизмов производили на син
тетической агаризованной среде "А" следующего состава (в 
процентах) 

К 2НР0 4 - О, I 
КН 2 го 4 - 0 , 0 5 
м е з о 4 л н 2 о - 0 , 0 2 
ГеС1 3 - 0 ,001 
янтарная кислота - О, I 
глицерин - 0 , 5 
( ™ 4 ) 2

5 0 4 - О Д 
а г а р - а г а р - 2 
смесь микроэлементов*- I мл /л , рН среды 7 , 0 . 

Среду стерилизовали в автоклаве при I ати в течение 
20 минут. Почвенные взвеси готовили на стерильной водопро 
водной воде в трех разведениях 1:1000, 1:10000, 1:100000. 
* снедь микроэлементов содержит следующие ионы: 



К , Н Р О 4 - О,I 

к н 2 ? о 4 - 0> 05 
к б 5 0 4 - 0 , 0 2 

яыарная кислота - 0 , 1 
глицерин - 0 , 5 

Выращивание Микроорганизмов длилось 3-4 дня при 28°С-
Затем просматривали выросшие колонии микроорганизмов и от
бирали из тех разведений одно С более оптимальным распреде
лением колоний по поверхности среды. 

ДЛЯ опытов с неагаризованными Средами, й качестве по
севного материала брали суточные культуры бактерий; выращен
ные ва МПА и 5 суточные колонии актиномицетов, выращенные 
на крахыало-аммйаЧной среде следующего состава (в процен
тах) 

( ш 4 ) 2 5 0 4 .. 0 , 1 
К 2 НР0 4 - 0 , 1 
м а з о 4 - о , о з 
каС1 + 0 , 0 5 

крахмал-растворимый - I 
агар-агар - 2 
дистиллированная 
вода до I л 

Исходное рН 7 , 0 . 
выращивание актиномицетов на жидких Синтетических пре

дах осуществляли следующим образом. Среды наливались в 
250 мл Колбы эряеныейера по 30 мл. после стерилизации и 
добавления посевного материала, колбы помещались на качалку 
при 28°0, работающую в режиме 150 об/мин. все среды, Содер
жащие производные аденозина, стерилизовались пропусканием 
через бактериальные фильтры. 

Пробы отбирались стерильно по ходу развития культур 
через 48 часов.. Перед серийным опытами методом реплик, 
колонии перепечатывали на основу синтетической среды "Б" с 
различными концентрациями АМ$, АДФ, АТФ, вводимых в качест
ве единственного источника азотного питания, для переноса 
колоний методом реплик использовали стерильный бархат. 

Основа синтетический среды "Б" (в процентах) 
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а г а р - а г а р - 2 
смесь мякроэлементрв I мл/я 

Исходное рН среды 7 , 0 . 
Одновременно с этим колонии были перепечатаны на о с 

нову синтетической среды "в" для проверки использования 
АШ?, АДФ АТФ в качестве единственных источников фосфорно
го питания. 

Основа синтетической среды "в" ( в процентах) 

< - т } 2

5 0 * - 0,1 
% 3 ° 4 - 0,02 

янтарная кислота - 0,1 
глицерин - 0,5 
а г а р - а г а р - 2 
смесь микроэлементов I мл/л 

Исходное рН среды 7 , о . 
Для выяснения необходимых концентраций пуриновых с о е 

динения в синтетических средах, позволяющих осуществлять, 
удовлетворительный учет использования их в качестве источ
ника питания,предварительные опыты ставили с различными 
концентрациями А Ш АДФ, АТФ« 

Основа среды "Б" и основа среды н в" содержали следую
щие концентрации указанных трех пуриновых соединений: 
0,01$, 0,025$, 0,05$, 0 , 1 $ и . 0 , 2 $ . 

После произведения отпечатков выросших Колоний со 
среды А на среды "Б" и "в" с вышеуказанными концентрациями 
АМФ, АДФ> АТФ, чашки помещались в термостат При 28°С- В ка
честве контрольных опытов слулила отпечатки на основе 
сред "В" и "С" без адениновых производных. Через 3-5 дней 
делался учет развития бактериальных голоний на всех средах 
с различными концентрациями этих соединений. Этот опыт по
к а з а л , что удовлетворительное развитие колоний происходит 
при введении в основу синтетической среды "Б"^0,05$ аденози 
новых нуклеотидов, а в основу синтетической среды "В" 
0,025$. 

При указанных концентрациях микроорганизмы, саособные 
использовать адениновые нуклеотиды в качестве источников 



азота или фосфора, разливаются достаточно хорошо, чтобы 
отличить их от тех КОЛОНИЙ микроорганизмов, которые не спо
собны использовать указанны соединения. 

Увеличение концентраций адениновых производных выше 
0 , 0 5 * в основе среды " 5 й и выше О, С25* в основе среды "в" 
значительно не увеличило размеры выросших колоний, перене
сенных методом отпечатков , однако заниженные концентрации, 
значительно уменьшили их размеры, приближая к размерам соот
ветствующих контрольных сред(основа среды "Б" и "в") не 
содержащих адениновых нуклеотидов. 

Чашечный метод отбора, судя по росту колоний, показал, 
что бактериальный штамм 23 использует все адениновые нуклео-
1ИДЫ в качестве единственного источника азотного или фосфор
ного источника питания, штамм 134 не способен в аналогич
ных условиях использовать эти соединения вообще. 

Колонии актиномицетного штамма 89 не развиваются 
на чашках с адениновыми нуклеотидамй в качестве а з о т н о 
го источника или фосфорного источника питаний, однако 
шга«и 563 способен развиваться на средах, где аденони-
вые нуклеотиды служат в качестве единственного источни
ка азотного либо фосфорного источника питания. 

для выяснения достоверности отбора, активных микроорга
низмов по указанной методике, нами отобраны два характерных 
штамма бактерий (штамм 23 и 134) и актиномицетов (штамм 563 
и 89>» 

данные по развитию отобранных микроорганизмов на жид
ких синтетических средах подтверждают предварительные р е 
зультаты полученные при развитии микроорганимов на твердых 
элективных средах в случае пересева колоний методом 
реплик. 

23 штамм бактерий и 563 штамм актиномицета, отобран
ные на твердых элективных средах как культуры, способные 
использовать производные аденозина, подтвердили эти свойст
ва при более тщательной проверке на жидких синтетических 
средах, все Ш, Ш и АТФ, как и следовало ожидать, хорошо 
поддерживают развитие штамма 23 и 5 6 3 . Штаммы 134 и 89 , 
практически не развивающиеся на твердых элективных средах 
"Б" и "В" с АМФ, АДФ и А Т Ф . Они также при дополнительной 
проверке не использовали эти соединения на жидких средах 



Таблица I 
развитие Отобранных штаммов бактерий и актяномицетов 

на жидких синтетических средах, содержащих АМФ> АДФ к АТФ 

К Т Л Ь Т 7 П У § « 

Б И 0 м а 
и г /л . 

С с а 

Основа среда Б + Основа среды в + 
АМ§ АДФ АТФ № АД* АТФ 

I 250 370 500 620 750 650 
штамм № 23 2 1050 1120 1245 1300 1400 1370 
(бактерии) 3 1200 1200 1255 1850 1320 1200 

4 1150 1050 900 1200 1150 1165 

I 25 20 25 
1 

25 20 25 
Штамм * 134 г 84 48 102 125 40 63 
(бактерии) 3 8а 96 85 112 ±05 84 

4 81 90 85 ПО 98 80 

I • 52 34 83 120 20 100 
2 НО 210 332 1150 250 400 

Штамм * 563 
(актиномицеты) 

3 
4 
5 

380 
720 

1210 

590 
1000 
1820 

580 
978 

1380 

7Г0 
ИБО 
1160 

550 
1000 
1050 

900 
1050 
1О80 

6 1340 1829 1592 1010 1100 1112 
7 1340 1820 1500 1000 1101 1110 

I 20 20 15 15 20 20 
2 33 28 31 18 23 29 

Штамм * 89 
(активомицеты) 

3 
4 
5 

40 
41 
40 

30 
31 
30 

40 
43 
42 

20 
24 
25 

29 
33 -
33 

36 
- 45 

50 
6 38 29 42 32 50 
7 38 28 40 22 32 45 



(табл. I ) . 
В дальнейшем ю применяли метод реплик для перенесе

ния микроорганизмов на элективных средах с выше подобран
ными оптимальными концентрациями адениновых нуклеотидов, 
в целях выснения распространения С В О Й С Т В использовать адено-
зиновне производные в качестве основных источников питания, 
Сравниваярост микроорганизмов на этих средах, учитывали 
какая из сред ыокет поддерживать развитие микроорганиз
мов. 

Методом реплик была проверена возможность использовать 
аШ> АДФ, АТ§ в качестве основных источников питания у мик
роорганизмов, выделенных из 50 образцов оранжерейных почв 
Ботанического сада ЛГУ- Таксономическое подразделение мик
роорганизмов к различным группам осуществлено путем микроско
пии и учитывая характерястку выросших колони;;. 

В общем итоге получены данное по 2 тысячам культур, из 
которых: 1606 культур отнесено к бактериям, 163 культуры к 
ак:аномицетам и 231 культура к грибам. Результаты опыта по 
использованию питательных сред этими микроорганизмами пред
ставлены в таблице 2 . 

йз таблицы 2 видно, что большинство из выделенных куль
тур почвенных бактерий, актиномицетов и грибов, способных . 
развиваться на простой синтетической среде А, способны по
пользовать АЫФ? АДФ, АТФ как в качестве фосфорного так и в 
качестве азотного источника питания. 

Судя по полученным данным эта способность у грибов 
распространена шире, чем у актиномицетов и бактерий, как 
правило в наыих опытах выявлено, что микроорганизмы, 
способные использовать адениновые нуклеотиды в качестве 
азотного источника питания, используют их также в качестве 
иотжочника фосфорного питания. 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

Как показали опыты по выращиванию культур и перенесе
нию отпечатков на элективные среды методой реплик, этот 
метод может быть применен для отбора микроорганизмов, спо
собных использовать производные пурина в качестве основных 
источников питания. 



Таблица 2 

распространение свойства среди различных 
таксономических групп почвенных микроорганизмов 

использовать адениновые нуклеотиды в качестве 
основного источника питания 

Общее число 
проверенных 

Микроорганизмы культур, вы
деленных на 
среде "А" 

Развитие штаммов на 
общего количества в 
ПсноБа СЕ 
А® А№ Ш 



Применяя эту методику, необходимо учитывать влияние 
возможных загрязнении пуриновых соединении другими а з о т -
и фосфор содержащими органическими $ неорганическими при
месями, которые в свою очередь могут обеспечить развитие 
микроорганизмов. Поэтому следует применять тщательно 
очищенные соединения, не вводить завышенные концентрации 
пуриновых производных, так как это увеличит количество 
посторонних примесей. Кроме того , а з о т и фосфор могут 
быть перенесены на безазотистую и бесфосфорную среду т а к 
же бархатом, из синтетической среды " А " , но это , как пра
вило, обеспечивает незначительный рост , поэтому при учете 
возможности использования адениног.;:; производных при по
мощи метода чашечных реплик всегда надо учитывать также 
разницу в величине колоний, выросших на соответствующих 
средах, содержащих адекозиновые производные и на контроль
ных средах без производных аденина. Несмотря на вое соблю
даемые меры, Незначительный рост на контрольных средах 
(основа среды "Б" и основа среды "В" без л ; й , АДФ, АТФ) 
наблюдался* к а к и следовало ожидать, рост сильнее п р о я в л я е т е 
на контрольных средах без минерального фосфора (основа 
среды "в*' без нуклеотидов) . Это объясняется тем, что р а з 
витие бактерий монет быть обеспечено меньшим содержанием 
фрсфора чем а з о т а , которын всегда в ничтожных количест
вах встречается как загрязнение обычн.-;х химических реак
тивов , кроме того б а к т е р и и / выросшие на полных средах, в 
своих клетках содержат запас азотных и фосфорных соедине
ний, которые в свою очередь обеспечивают незначительное 
развитие бактерий на средах без а з о т а и фосфора; 

В этой "работе не обсуждается вопрос о распростране
нии свойств использовать кЩ^ АДФ, АТФ среди различных 
видовых групп микроорганизмов, так как такси учет не про
водился, данные касаются возможности использования адени
новых произзодьых среди общего количества обитающих в почве 
микроорганизмов, не требующих для своего развития сложных 
синтетических сред . 



- ш -
В ы в о д ы 

1 . для быстрого и эффективного выявления и выделения р а з 
личных микроорганизмов, способных использовать пурино
вые соединения в качестве основных источников питания, 
можно применять метод реплик с выращиванием микроорга
низмов на соответствующих элективных средах. 

2 . Большинство выделенных наша штампов почвенных микроор
ганизмов могут хорошо развиваться на средах с АМФ, АДФ, 
АТФ в качестве основных источников азотного либо фосфор
ного питания. 

3 . Все проверенные в наших опытах штаммы микроорганизмов, 
использующие ЛИФ, АДФ, АТФ в качестве единственного 
источника азогного питания, используют указанные соеди
нения, также в качестве источника фосфорного питания. 



•Д.Ь.ПОммере, А .К .Вавере , М .Я.Битол 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МИКРОСКОПИЧЕСКИМ ГРИБАМИ НИЗКОМОЛЕКУРЯРШХ 
ПУРИНОВЫХ Й ПИРИМИДИНОВЫХ СОЕДИНЕНИЕ 

Наряду о бактериями грибы также обладают экзогенными 
ферментами, способными активно разрушать нуклеиновые к и с 
лоты / 1 , 6 / , которые вместе с растительными и животными ос 
татками попадают и почву и водные бассейны / 2 / . Таким 
образом) образующиеся низкомолекулярные соединения пурина 
п пиримидина подвергаются дальнейшему разложению мик
роорганизмами, Которые используют последние для обеспе
чивания жизнедеятельности, й подвергая указанные соедине
ния дальнейшей минерализации. 

на это указывают встречающиеся данные, что грибы 
могут хорошо использовать пуриновые соединения в качестве 
источников азотного питания. / 3 , 4 , 5 , 7 / . 

В настоящей работе . изучена воэможность 'использо-
ь а . ь некоторыми грибами низкоыолекулярные пурийовые и пи
римидиновые производные в качестве единственных источни
ков а зотного питания, 

Для облегчения в дальнейшем хроыатографических иссле 
дований; грибы выращивались на модифицированной среде Ча- . 
пека с редуцированными концентрациями питательных веществ: 

Сахароза - I * 
К Н 2 Р О 4 - 0 , 1 5 * 

м Е 5 0 4 . н 2 о - 0 , 0 2 ^ 

КС1 - 0,05?« 

- следы 
Дрожжевой авт-слизат - 0 ,01 ? 
Пуриновое или пирими-

- 0,2$ диновое соединение - 0,2$ 
Использовались следующие соединения: аденин, аденозин, 

гипоксантин, мочевая кислота , АМФ, АДФ, АТФ, барбитуровая 
кислота, оротовая кислота , ткмин, урацил, уридин и УЩ>. 
Пуриновые и пиримидиновые производные добавлялись после 
стерилизации основной среды, рн среды доводилось до 6 , 0 при 
помощи раствора К а 0 Н и среду снова частично стерилизовали 



доведением до кипения, микроорганизма выпащиваяись в кол* 
бах Зрленмейера объемом на 250 мл, которые содержали 50 мл 
среды, после кикрозасева спорами, инкубацию проводили в 
стационарных условиях при температуре 28° • 

Определение химической структуры соединений, накапли
вающихся в кулыуральной жидкости, проводили путем прямого 
сравнения с веществами заведомо известной Структуры по опи
санной методике / 8 / . 

Р е з у л ь т а т ы 

В экспериментах использованы следующие музейные куль
туры микроскопических грибов: А е р е г г Ш и в п1вег ВКМ-73Э, 
А з р е г е Ш и в п1§ег , Азрег§111из Ъехгёив, АзреГ&Шиб огуаае , 
А з р е г е Ш и Э осЬгассиз , Р е Ш с И И й ш И^аЪиш» РеМсИИтвп 
сНгузобвггшй, СХайозроПшп гапиш, С1ас1оврог1Ш! 6рЬаеговрогт1 , 
Иеигиврога с г а э з а , Уег-Ь1со1Гшг' а1Ьит, Тг1оЬ.бйегша Ие&огим. 

Все культуры способны развиваться на модифицирован
ной среде Чапека, используя сульфат аммония в качестве ис
точника азотного питания, развитие грибов на средах б р а з 
личными источниками азотного питания доказано на табл. I . 

Все культуры в качестве единственного источника а з о т 
ного питания хорошо используют пуриновые соединения, струк
тура которых представлят либо основание, либо Нукоеозид 
или нуклеотид. как правило, пиримидиновые производный н е 
поддерживают развитие изученных грибов, 
либо поддерживают очень слабо, при Сравнении возможности 
использования двух пириыидиновых оснований - урацила и Ти-
мина, установлено, что в отличии от урацила, тимин также, 
как оротовая и барбитуровая кислота в условиях эксперимен
та не обеспечили развитие ни одной из десятя исследованных 
культур грибов. . 

Р е Ш с с Ь т у З О В е п и ш Х О Р О Ш О И С П О Л Ь З У Ю Щ И Й урйДЙН-б^МОНО-
фосфат, также хорошо испотьзует уридин и у рация*. Все г р и 
бы хорошо использующие АМ$, хорошо используют аденозин ж 
аденин. Эти результаты согласуется с биохимическими данными, 



Таблица I 
Биомасса грибов на различных синтет: ческих средах (мг /х ) 

через 8 суток культивирования 

Основа модифицированной среды Чапека + 
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1 . у 2 3 4 5 б 7 8 ! 9 ТО I I • 3 
ВКМ-733 2533 1980 2 П З 2164 2601 1 3 0 150 ; 343 25 1 5 1 8 2468 23 

2. Азп. п1ргг 2 7 1 3 2143 2 5 1 2 1850 2432 93 86 283 26 2 1 23 2700 26 

з . Азр. 1еггеиз 1463 1 3 2 1 1 5 1 2 1850 2432 1 9 1 8 52 1 2 18 1 3 1 5 1 0 13 
4. Адл. о г у г а е 1805 1 7 3 2 1820 2100 1920 1 1 8 320 670 26 24 23 Л 0 0 25 

Аятэ.осИгассиз 1 5 4 3 1 7 2 1 1656 1 8 1 2 1 7 1 5 1 5 1 3 1 5 14 10 1 2 1680 Г5 1 

6, 2 1 1 8 2230 1200 1800 1930 18 12 1 2 18 14 1 6 3100 16 н 
7 . Р р п 1 с . сЬг^зо-••«гит 2832 2830 2500 2910 2 9 1 5 1 5 0 168 2310 :' 1 5 18 20 2900 1 7 а 

8. С1-айозр. таппт 1420 1420 1430 1 1 1 3 1 2 5 0 35 40 220 ;- 1 0 8 7 1320 6 ' 
9. С1айозр. вр*"аго--

зрогит 3210 3308 3380 2800 2518 1 3 16 32 12 
1 5 1 4 3120 1 2 

Ю. Мсигоз^ога сга::=а 1610 1 7 2 0 1 8 1 0 1830 1900 16 14 1 6 18 1 5 1720 1 5 

1 1 . Ург11со\1ищ а1Ъит 1 2 1 0 1 3 1 2 1 1 1 4 1 4 1 2 • 1500 1 8 20 | 1 8 .• 1 9 
22 23 1 5 1 0 21 

12. Тг1сЪо<ЭЕГГГЛ1 1 1 д — 3160 3280 2810 2910 3320 21 , 1 8 22 25 
20 16 3216 20 

пошш ! ' 



о том, что трансформация ыикроорганиэ'ыана нуклеотидов 
обычпо осуществляется через стадию нуклеозидов и свобод
ных оснований с последующим расщеплением пуринового или 
пиримидинового кольца / 9 / * 

Таблица 2 
Обнаруженные соединения, накапливающиеся в культуральной 
жидкости А 3 р е г Е Ш и з п 1 В е г ВКМ-*733, при использова

нии производных аденина и их продуктов катаболизма 

Основа среды Чапека + Продукты накапливающиеся в 
окружающей среде 

Ш 
АДФ 
АТФ 

Аденозин 
Аденин 
Гипоксантин 
Мочевая кислота 
Алантоин 
Алантоиновая кислота 
Мочевина 

Пет тривиальных продуктов катабо-

Аден"я, гипоксантин, мочевина 
Гипоксантин, мочевина 
Мочевина, мочевая кислота 
Мочевина 
Мочевина 
Мочевина 

дальнейшие исследования нами проводились с культурой 
А е р е г е т и а п 1 ё е г ВКМ-733. Культура, кроме выше рассмот
ренных соединений, в качестве единственного источника а з о т 
ного питания хорошо использует также АДФ, АТФ, адантоий, 
ыичевину. во время.использования пуриновых соединений и их 
тривиальных продуктов катаболизма отмечено накопление в 
культуральной жидкости целого ряда новых соединений, кото 
рые представлены в табл. 2- Судя по продуктам, накаплива
ющимися в аденозин содержащих средах и в средах, содержа
щих дальнейшие тривиальные продукты расщепления пуриново
го кольца, видно, что катаболизм аденозина Л в р ^ в е * 
ВКМ 733 осуществляется По общеизвестной схеме: 



Аденозин —*• аденин •—>» гипоксантин —г-мочевая 
кислота—^» аяантоин—*-алантоиновая к и с л о т а — ? 

мочевина. 

Интерес представляет обстоятельство, что во время ис 
пользования АМФ, АДФ и АТФ не отмечено накопление в культу
ральной жидкости ни аденозина ни продуктов катаболизма 
этих соединений, хотя адениновые нуклеотиды из окружающей 
среды исчезают полностью уже в первой половине логарифми
ческой фазы развития культуры* 

Причины ускоренной утилизации и разрушения АМФ, АДФ и 
АТФ по сравнению с аденином и аденозином требует дополни
тельных исследований. Явление может быть связано как с 
вопросом проникновения соединений в клетку, а также со сти
мулирующим действием увеличенных концентраций адениновых 
нуклеотидов на катаболические процессы. Не исключена воз 
можность, что катаболизм АМФ, АДФ и АТФ осуществляется 
также по иным путям - минуя стадий аденозина и аденина. 

В ы в о д ы 

1. Природные низкомолекулярные производные пурина служат 
отличными источниками азотного литания для всех 12 про
веренных культур грибов. Пиримидиновые структуры в ка
честве единственных источников азотного питания у боль
шинства культур рост не поддерживают или поддерживают 
слабо. 

2. Айрег8Шт1в п±«ег катаболизирует аденозин по три
виальному пути включающих стадий аденина, гипоксанти
на, мочевой кислоты, аллантоина. 
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Л.Я.Вулф, Е.П.Райпулис, М.К.Тома 

ПРИМЕНЕНИЕ N-НИТРОЗО- N -МЕТИЛМОЧЕВИШ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 
АУКСОТРОФШХ МУТАНТОВ ДРОЖЖЕЙ 5АССЯАЕОМУСЕЗ СЕКЕУ151АЕ 

л - н и т р о з о - N -м& ; мочевина относится к веществам -
супермутагенам, открытым И,А.Рапопортом в 1948 году 
/Рапопорт, 194.8/- По мутагенному эффекту эти соединения 
значительно превосходят физические мутагенные факторы / Б а -
тошевич, 1 9 6 5 / . В основе мутагенного действия нитрозо- я -
-метйлмочевины - многосюронее действие этого соединения на 
ДНК: деэаыинирование гуанина, аденина, цитозина /Туманов 
и д р . , 1 9 6 6 / , метилирование гуанина, а также карбоксилирова-
ние некоторых компонентов ДНК /Серебряный и д р . , 1969/ -

Для получения ауксотрофных мутантов и -вигрозо - я -метил 
мочевина использована в работах с с ы о г е П а у и 1 е а П з 
/Хропова, 1966/^ Р е п а с И Н и ш Спгузобепиш /Лебедев , 
19г8/, 5аг1иш в р о г о г п с Ы о 1 а е з /Котик, 1 9 6 8 / . 

Для. получения ауксотрофных, в том числе дефицитных по 
пуриновым и пиримидиновым соединениям, мутантов БассЬаго-
тусез с е г е у 1 з ! а е были использованы I и 2$ растворы 
N - н и т р о з о - н -метйлмочевины. 

Объект исследования: гаплоидный штамм ЗассЬагошусев 
с е г е у ! з 1 а е 15Б-П4, подученный из Петергофской генети
ческой лаборатория. 

Методика, работы: мутагеном обрабатывалась дрожжевал 
суспензия Ю 7 - Ю 8 клеток/мл при рН 6 , 6 . После обработки 
произведена, нейтрализация с I N И а о н Для определения 
выживаемости, клетки высеивались на полной с р е д е . Контролем 
служили клетки, выдерганные соответствующее время в физиоло
гическом раствор* . 

Для выявления ауксотрофных мутантов применен метод реп
лик аа минимально*, и полис:-, среде . Дефицитные ростовые фак
торы мутантов объявились с помощью бумажных дисков, насыщен-
них витаминами, аминокислотами, азотистыми основаниями. 

Полная среда ( г / л д и е т . г о д ы ) : 



Ю> 
20, 
Ю, 
21, 

пептон 
глюкоза 
автолизат дрожжей 
агар 

Минимальная среда ( г / л дист.воды) 

- 0 , 87 
" 0 ,12 

м г з о 4 . 7 н 2 о 

кн2РО4 

к 2 НРО 4 

( г г а 4 ) 2 з о 4 

- 0 ,5 
- 1,0 
- 1 0 , 0 
- 0 , 2 
- 21 
- 10 

н-нитрозометялмочевины вы-

глюкоза 
биотин 
агар 
смесь микроэлементов 

Под действием 1$ раствора 
живаемость дрожхей снижается в первые шесть часов обработ
ки и следующие два часа существенно не меняется (таблица I ) . 

Максимум появления ауксотрофных мутантов также дости
гается при шестичасовой экспозиции клеток с мутагенами н 

Таблица I 
Действие я-нитрозо- N -.метидмочевины на выживаемость 

дрожжей и образование ауксотрофных мутантов 

Концен
трация 
мутагена 

Время 
обраб. 
час. 

Выживаемость 
дрожжей в # 
X + м 

Ауксотрофные мутанта 

количество 

в кон
троле 

после 
обработ
ки Мута-

в + 
X 4 М 

геном 

I 2 98 ,5 ± 0,85 0 4 0 ,3 0 ,02 
I 4 90 ,3 * 0,85 0 3 0,4 * 0,02 
I 6 3 7 , 3 ± 1.41 0 11 2 , 5 ± 0,74 
I 8 36 ,2 ± 1,44 0 I I 2 ,7 2 0 ,82 
2 2 П > 3 ± 0,46 0 0 0 
2 4 0 ,8 0 ,14 0 10 3 4 , 5 * 8,53 
2 6 0 ,1 ± 0,05 0 0 0 * 



при дальнейшей обработке не увеличивается , это косвенно 
указывает на инактивацию мутагена , известно , что N -нитро -
э о - N -метилыочевина в растворе со временем инактивируется, 
особенно при нейтральном значении ры среды / Б е д я к , Сизова, 
1 9 6 8 / . 

В 2$> растворе мутагена инактивация дрожжей происходит 
более эффективно. При восьмичасовой обработке погибают все 
клетки. Инактивация мутанта не наблюдается. При обработке 
дрожжей 2$ раствором м-нитрозо- к -метилмочевины мутантов 
удалось получить только при четырехчасовой экспозиции (вы
живаемость 0 , 8 $ , 3 4 , 5 мутантов ) . 

Применение супермутагена- и-нитрозо- м -метилмочевины 
позволяет, по срванению с ультрафиолетовыми лучами, в несколь
ко десятков р а з повысить выход ауксотрофных мутантов. 

Всего было получено 39 мутантов (таблица 2 ) . Характер 
ауксо1рофности удалось определить у семи мутантов ( т а б л и 
ца 2)' Остальные мутанты в течении 4 месяцев ревертировали 
(27 мутантов) илн не выжили ( 5 мутантов ) . 

Таблица 2 
Характеристика ауксотрофных мутантов 

N -нитрозо- л -метилмочевиной 

Концентра- Время об- Общее 
ция нута- работки к-во 
гена в час мутан-

в $ тов 

Из них в течении 4 ыеся-
щуз 

реверти
ровали 

погиб
ли 

сохра
нились 

4 

I I 

В 
4 

3 
9 

I I 
10 

8 
5 

(изоле-цин + 
л и з и н ; 
урацил) 

а г р и т и н ; 
тирозин или 
фенилаланин 

инозит ; 
- аланин ; 

аденин 

указаны необходимые 4акторы роста отдельных мутантов 



В ы в о д ы 

1. Получены ауксогрофные мутанты ЗассЬагошусе.ч СегеПв1ае 
гаплоидного штамма 15В - П4 Обработанной I и 2# 

и -нитрозо-н -метилмочевиной. Для 156 раствора наиболее 
эффективной экспозицией оказалось 6 часов, а для 2# -
4 часов. 

2 . Получено 39 ауксотрофных мутантов, 27 из которых Р Е В Е Р -
гировали в течений 4 месяцев. 
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